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Abstrakt
V diplomovej pra´ci bol pop´ısany´ a vysvetleny´ princ´ıp fungovania koherenciou riadene´ho
holograficke´ho mikroskopu druhej genera´cie (CCHM2) skonsˇtruovane´ho na VUT v Brne.
Taktiezˇ bol uvedeny´ teoreticky´ popis fungovania optickej pasce spolu s vy´pocˇtom s´ıl v nej
poˆsobiacich, spoˆsoby merania tuhosti optickej pasce a princ´ıp vytvorenia cˇasovo zdielany´ch
opticky´ch pasc´ı. Bola navrhnuta´ opticka´ pinzeta tvoriaca samostatny´ modul pripojiteˇlny´
k CCHM2. Bola vytvorena´ simula´cia a optimaliza´cia parametrov opticke´ho syste´mu, me-
chanicky´ na´vrh, vy´robna´ dokumenta´cia, justa´zˇny postup a pru´dovy´ zdroj na napa´janie
laserovej dio´dy umozˇnˇuju´ci kontrolovanie vy´stupne´ho vy´konu, ktory´ je mozˇne´ ovla´datˇ,
rovnako ako uhol natocˇenia GO, riadiacou kartou pripojenou k PC. Navrhnuta´ a vyro-
bena´ opticka´ pinzeta bola otestovana´ v spojen´ı s CCHM2.
Summary
In the master’s thesis, there has been described and explained the principle of operation
of the second generation coherence controlled holographic microscope (CCHM2) designed
at the Brno University of Technology. There has also been listed theoretical description
of the operation of the optical trap, together with the calculation of the forces acting
on it, ways of measuring the stiffness of the optical trap and the principle of creating
a time-shared optical traps. The optical tweezers forming a separate module connectable
to CCHM2 was designed. Simulation and optimization of parameters of the optical sys-
tem, mechanical design, manufacturing documentation, current source to power the laser
diode which allows to control the diode output power by the controller card connected
to the PC was designed. The galvano-optics mirror angle is controlled by the PC card
too. The optical tweezer has been designed, manufactured and tested in conjunction with
the CCHM2.
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pru´dovy´ zdroj, na´vrh.
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Kapitola 1
U´vod
Va¨cˇsˇina zˇivy´ch buniek a obecne biologicky´ch prepara´tov neabsorbuje alebo nerozptyl’uje
svetlo vy´razne, t.j. su´ v podstate priehl’adne´. Objekty s taky´mito vlastnost’ami su´ nazy´vane´
fa´zove´ a pri pouzˇit´ı klasicke´ho svetelne´ho mikroskopu su´ len t’azˇko pozorovatel’ne´. Pre po-
zorovanie fa´zovy´ch objektov bola vymyslena´ interferencˇna´ mikroskopia, ktora´ predstavuje
vy´znamny´ pokrok v kontrastnom zobrazen´ı detailov vnu´tornej sˇtruktu´ry fa´zovy´ch objek-
tov bez pouzˇitia farb´ıv.
Jedny´m z druhov interferencˇny´ch mikroskopov je aj holograficky´ mikroskop, ktory´
umozˇnˇuje rekonsˇtrukciu komplexnej obrazovej vlny z jedne´ho zaznamenane´ho hologramu,
a preto je mozˇne´ sledovat’ ry´chlo sa meniace fa´zove´ objekty. Klasicke´ holograficke´ mikro-
skopy vyuzˇ´ıvaju´ koherentne´ zdroje svetla, cˇ´ım je degradovany´ obraz kvoˆli vzniku kohe-
rentne´ho sˇumu. Na VUT v Brne je trad´ıcia vo vy´voji koherenciou riadeny´ch holograficky´
mikroskopov (CCHM1), ktore´ umozˇnˇuju´ pouzˇitie cˇasovo a priestorovo nekoherentne´ osvet-
lenie, a ty´m zvy´sˇit’ kvalitu obrazu pozorovanej vzorky. Najnovsˇia, druha´, genera´cia CCHM
prina´sˇa viacero vy´hod oproti predcha´dzaju´cim genera´cia´m. Hlavnou zmenou je mozˇnost’
pouzˇitia mikroskopovy´ch objekt´ıvov korigovany´ch na nekonecˇnu´ vzdialenost’, cˇ´ım vznika´
priestor na pripojenie d’alˇs´ıch pozorovac´ıch a mikromanipulacˇny´ch techn´ık.
Spojenie holografickej mikroskopie s mikromanipulacˇny´mi technikami by mohlo pri-
niest’ nove´ mozˇnosti v oblasti sku´mania medzibunkovy´ch interakci´ı sˇtruktu´r zˇivy´ch buniek,
zostaveny´ch pomocou optickej pinzety z roˆznych bunkovy´ch l´ıni´ı. Taktiezˇ by take´to spo-
jenie mohlo kvantitat´ıvne fa´zovo zobrazovat’, zachyta´vat’ a triedit’ bunky alebo bakte´rie
roˆznych tvarov, ktory´ch charakteristicky´ rozmer je vy´razne va¨cˇsˇ´ı ako rozmer optickej
pasce.
Ciel’om diplomovej pra´ce je na´vrh, realiza´cia a otestovanie optickej pinzety pre kohe-
renciou riadeny´ holograficky´ mikroskop druhej genera´cie (CCHM2). Pozˇadovane´ je, aby
opticka´ pinzeta tvorila samostatny´ modul pripojitel’ny´ k CCHM2.
Prva´ cˇast’ diplomovej pra´ce je venovana´ holografickej mikroskopii, kde je uvedena´
opticka´ sche´ma a vysvetleny´ princ´ıp fungovania CCHM2. V d’alˇsej cˇasti je teoreticky´ po-
pis fungovania optickej pasce spolu s vy´pocˇtom s´ıl v nej poˆsobiacich, spoˆsoby merania
tuhosti optickej pasce a princ´ıp vytvorenia cˇasovo zdielany´ch opticky´ch pasc´ı. Cela´ ka-
pitola 4 je venovana´ na´vrhu optickej pinzety pre CCHM2. Su´cˇast’ou na´vrhu je simula´cia
a optimaliza´cia parametrov opticke´ho syste´mu (cˇast’ 4.3), mechanicky´ na´vrh a tvorba
1Coherence-controlled holographic microscope.
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vy´robnej dokumenta´cie (cˇast’ 4.4 a pr´ıloha), na´vrh pru´dove´ho zdroja na napa´janie la-
serovej dio´dy (cˇast’ 4.5) umozˇnˇuju´ci kontrolovanie vy´stupne´ho vy´konu, ktory´ je mozˇne´
ovla´dat’, rovnako ako uhol natocˇenia galvano-opticky´ch zrkadiel, riadiacou kartou pripo-
jenou k PC, na´vrh justa´zˇne´ho postupu (cˇast’ 4.6). Vy´sledky testovania optickej pinzety
pre CCHM2 su´ uvedene´ v cˇasti 5.
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Kapitola 2
Holograficka´ mikroskopia
2.1. Histo´ria interferencˇnej a holografickej mikrosko-
pie
V biologickej praxi su´ vo vel’kej miere pouzˇ´ıvane´ prepara´ty pripravene´ zo zˇivy´ch organiz-
mov. Ide bud’ o cele´ organizmy, ich cˇasti, orga´ny alebo v neposlednej rade o ich bunky.
Klasicka´ svetelna´ mikroskopia nie je schopna´ bunku, ak nie je pr´ırodne alebo umelo nafar-
bena´, kontrastne zobrazit’. Va¨cˇsˇina cˇast´ı bunky je tvorena´ vodny´mi roztokmi prote´ınov,
tukov, cukrov, iontov a d’alˇs´ıch la´tok. Take´to roztoky sa vyznacˇuju´ vysˇsˇ´ım indexom lomu
ako voda, a preto sa bunka v klasickom mikroskope jav´ı ako priehl’adna´. Take´to objekty
sa nazy´vaju´ fa´zove´. Kvoˆli vysˇsˇiemu indexu lomu svetlo precha´dzaju´ce fa´zovy´m objektom
je fa´zovo oneskorene´ vocˇi svetlu precha´dzaju´cemu okolo objektu. Preto boli vymyslene´
mikroskopove´ meto´dy ako vyuzˇit’ tohoto javu, a tak z´ıskat’ obraz s fa´zovy´m kontrastom.
Medzi najzna´mejˇsie a najrozsˇ´ırenejˇsie meto´dy kvalitat´ıvneho merania OPD patr´ı Zer-
nikov fa´zovy´ kontrast, ktory´ vyuzˇ´ıva fa´zovu´ dosˇticˇku vlozˇenu´ v zadnej ohniskovej ro-
vine objekt´ıvu, ktora´ posunie fa´zu svetla rozpty´lene´ho vzorkou o pi/2 oproti svetlu ne-
rozpty´lene´mu. Dˇalˇsou rozsˇ´ırenou meto´dou je Nomarske´ho diferencia´lny interferencˇny´ kon-
trast (DIC), ktory´ vyuzˇ´ıva rozdiel opticky´ch dra´h, ktory´ vznika´ pri prechode dvoch priecˇne
posunuty´ch svetelny´ch zva¨zkov vzorkou. Obe meto´dy umozˇnˇuju´ len kvalitat´ıvne meranie
OPD.
Interferencˇna´ mikroskopia umozˇnˇuje pozorovanie fa´zovy´ch objektov tak, aby v pozo-
rovanom obraze vznikal dostatocˇny´ kontrast a taktiezˇ umozˇnila kavantitat´ıvne meranie
OPD. Zobrazenie fa´zovy´ch objektov je mozˇne´ aj napriek tomu, zˇe su´ v nej pouzˇ´ıvane´
rovnake´ detektory ako v klasickej mikroskopii, teda citlive´ na intenzitu - kvadra´t am-
plitu´dy svetla. Prvy´ krok k interferencˇnej mikroskopii spravil Robert Hook v 17. storocˇ´ı,
ked’ pozorovane´ farebne´ pru´zˇky identifikoval ako interferenciu. Interferencia je jav, ktory´
vyply´va z vlnovej podstaty svetla a je za´visly´ na fa´zovom posune interferuju´cich v´ln.
Ako prvy´ vyuzˇil interferenciu na zobrazovanie fa´zovy´ch objektov Sirks v roku 1893, ked’
pop´ısal interferencˇny´ mikroskop s oddeleny´m objektovy´m a referencˇny´m ramenom1. Krug,
Lau a Horn vytvorili prvy´ komercˇne vyra´bany´ interferencˇny´ mikroskop v 50. rokoch
1V roku 1898 Pringsheim publikoval vel’mi podobny´ koncept bez toho aby vedel o Sirksovej pra´ci,
a preto je obcˇas prvy´ interferencˇny´ mikroskop oznacˇovany´ ako Sirksov-Pringsheimov.
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20. storocˇia. Isˇlo vlastne o dva vedl’a seba stojace mikroskopy s rovnobezˇny´mi osami.
Take´to usporiadanie umozˇnˇovalo kvantitat´ıvne meranie zmeny optickej dra´hy (OPD).
Cena jednotlivy´ch opticky´ch elementov, ktora´ bola vysoka´ z doˆvodu nutnosti vysokej
presnosti pri ich vy´robe, ako aj na´rocˇnost’ spracovania obrazu a zlozˇitost’ usporiadania
spoˆsobili, zˇe rozsˇ´ırenejˇs´ımi sa stali ine´ meto´dy, ktore´ umozˇnˇovali len kvalitat´ıvne meranie
OPD.
Skutocˇny´ potencia´l interferencˇnej mikroskopie sa uka´zal po objaven´ı laseru v roku 1960
a rozvoji vy´pocˇtovej techniky na konci 20. storocˇia. Interferencˇne´ mikroskopy je mozˇne´
rozdelit’ do dvoch katego´rii podl’a uhlu, pod ktory´m interferuju´ objektovy´ a referencˇny´
zva¨zok, na in-line a off-axis mikroskopy.
Pri in-line mikroskopoch, ktore´ su´ oznacˇovane´ ako interferencˇne´ mikroskopy, referencˇny´
a objektovy´ lu´cˇ spolu vo vy´stupnej rovne zvieraju´ nulovy´ alebo takmer nulovy´ uhol.
Take´to usporiadanie umozˇnˇuje vyuzˇitie nekoherentne´ho zdroja svetla, cˇ´ım je odstra´nena´
koherentna´ zrnitost’, a taktiezˇ umozˇnˇuje vytva´ranie opticky´ch rezov. Nevy´hodou take´hoto
usporiadania je nutnost’ zaznamenat’ asponˇ tri sn´ımky s roˆznym fa´zovy´m posunom na zre-
konsˇtruovanie objektovej vlny - amplitu´dy a fa´zy. To znemozˇnˇuje pouzˇit’ tieto mikroskopy
na pozorovanie ry´chlo sa meniacich objektov a aj fluktua´cie a vibra´cie prostredia medzi
jednotlivy´mi sn´ımkami vna´sˇaju´ do zobrazenia sˇum.
V off-axis mikroskopoch, ktore´ sa oznacˇuju´ ako holograficke´2, objektovy´ a referencˇny´
lu´cˇ spolu interferuju´ pod nenulovy´m uhlom, ktory´ je voleny´ tak, aby zaznamenany´ in-
terferogram bol hologramom. To znamena´, zˇe objektovu´ vlnu je mozˇne´ rekonsˇtruovat’
z jedne´ho sn´ımku. Va¨cˇsˇina holograficky´ch mikroskopov nevyuzˇ´ıva achromaticky´ interfe-
rometer, cˇo vedie k nutnosti pouzˇitia koherentne´ho zdroja svetla a ty´m k vzniku kohe-
rentne´ho sˇumu.
V holograficky´ch mikroskopoch je mozˇne´ vyuzˇit’ aj take´ usporiadanie, kde interfero-
meter je achromaticky´, a tak dosiahnut’ spojenie vy´hod in-line a off-axis mikroskopov.
Pr´ınos in-line a off-axis mikroskopov v biolo´gi´ı je mozˇnost’ z ich fa´zove´ho kontrastu,
z´ıskat’ informa´cie o rozlozˇen´ı hmoty v bunke ([1]), cˇo prina´sˇa nove´ mozˇnosti pri pozorovan´ı
buniek, napr. interakcia zˇivej bunky s okol´ım (reakcia na toxicke´ la´tky, interakcia medzi
bunkami) v su´vislosti s rozlozˇen´ım ich hmoty.
2.2. Koherenciou riadeny´ holograficky´ mikroskop dru-
hej genera´cie
Vy´voj off-axis holograficky´ch mikroskopov na VUT v Brne sa odv´ıja od pra´ce pa´nov
Chmel´ıka a Harny, ktora´ bola publikovana´ v roku 1999 v cˇla´nku [2]. V roku 2010 bola
publikovana´ prva´ genera´cia koherenciou riadene´ho holograficke´ho mikroskopu (CCHM13)
v cˇla´nku [3]. Od roku 2009 prebieha vy´voj druhej genera´cie koherenciou riadene´ho holo-
graficke´ho mikroskopu, ktora´ bola pop´ısana´ v cˇla´nku [4]. CCHM2 oproti predcha´dzaju´cej
genera´cii prina´sˇa viacero zlepsˇen´ı, ako mozˇnost’ pripojenia d’alˇs´ıch pozorovac´ıch a mani-
pulacˇny´ch techn´ık, zjednodusˇena´ procedu´ra pri vy´mene objekt´ıvov, zva¨cˇsˇenie priestoru
2Holografia bola objavena´ v roku 1947 a jej na´zov vznikol z gre´ckych slov holos = cely´ a grafo´ = kresl´ım.
3Coherence-controlled holographic microscope first generation.
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medzi kondenzormi a objekt´ıvmi, ako aj medzi ramenami interferometra, cˇo ul’ahcˇuje
manipula´ciu so vzorkami, a justa´zˇ sa zjednodusˇila do takej miery, zˇe sa pracuje na jej au-
tomatiza´ci´ı.
Za´kladom CCHM2 je off-axis interferometer vyuzˇ´ıvaju´ci difrakcˇnu´ mriezˇku. Interfero-
meter je navrhnuty´ tak, aby cˇast’ s difrakcˇnou mriezˇkou bola oddelena´ od ostatny´ch cˇast´ı
mikroskopu. Vy´hodou off-axis usporiadania oproti in-line usporiadaniu je, zˇe priestorova´
frekvencia interferencˇny´ch pru´zˇkov je dostatocˇne vysoka´ na to, aby mohla byt’ objektova´
vlna zrekonsˇtruovana´ z jedne´ho sn´ımku, t.j. vznika´ hologram. Z toho vyply´va, zˇe ry´chlost’
zobrazovania je limitovana´ iba za´znamovou technikou (CCD kamera) a ry´chlost’ou spraco-
vania hologramu (softve´r). Vd’aka achromaticke´mu interferometru je mozˇne´ pouzˇit’ svetlo
s roˆznym stupnˇom cˇasovej a priestorovej koherencie, a tak menit’ charakteristicke´ vlast-
nosti zobrazovania tak, aby cˇo najviac vyhovovali pozˇiadavka´m pri pozorovan´ı. To taktiezˇ
znamena´ odstra´nenie koherentne´ho sˇumu a na´hodny´ch interferenci´ı vzniknuty´ch pri pre-
chode optickou su´stavou, ktory´m trp´ı zobrazenie v klasicky´ch digita´lnych holograficky´ch
mikroskopoch. Opticka´ sche´ma CCHM2 je zobrazena´ na obra´zku 2.1.
Obr. 2.1: Sche´ma druhej genera´cie koherenciou riadene´ho holograficke´ho mikroskopu.
S - zdroj svetla, AD - apertu´rna clona, IF - interferencˇny´ filter, K - kolektor, BS - delicˇe,
M - zrkadla´, C - kondenzory, O - objekt´ıvy, Sp - pozorovany´ objekt, RO - referencˇny´ ob-
jekt, TL - tubusove´ sˇosˇovky, OL - vy´stupne´ sˇosˇovky, OP - vy´stupna´ rovina, D - detektory,
α - uhol odrazu difraktovane´ho lu´cˇa vzhl’adom k ose interferometru, β - uhol, pod ktory´m
difraktovany´ lu´cˇ vstupuje do vy´stupnej roviny OP. Prevzate´ a upravene´ z [5].
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Osvetl’ovacia cˇast’ CCHM2 je tvorena´ zdrojom svetla (S), ktory´m moˆzˇe byt’ haloge´nova´
lampa alebo vysokotlakova´ vy´bojka, apertu´rnou clonou (AD), pomocou ktorej je kontro-
lovana´ priestorova´ koherencia svetla, vymenitel’ny´m interferencˇny´m filtrom (IF), ktory´m
je kontrolovana´ cˇasova´ koherencia svetla. Rovnomerne´ osvetlenie pozorovanej vzorky (SP)
v objektovom ramene a referencˇne´ho objektu (RO) v referencˇnom ramene je zaistene´
tzv. Ko¨hlerovy´m osvetlen´ım. To znamena´, zˇe zdroj svetla je zobrazeny´ kolektorom (K)
do predmetovej ohniskovej roviny kondenzoru (C). Rozdelenie svetla na objektovy´ resp.
referencˇny´ lu´cˇ je realizovane´ pomocou delicˇa zva¨zkov (BS1) a syste´mom zrkadiel (M1-M3)
je svetlo zavedene´ do objektove´ho a referencˇne´ho ramena.
Pozorovana´ vzorka a referencˇny´ objekt su´ pozorovane´ dvomi mikroskopovy´mi syste´-
mami vyuzˇ´ıvaju´cimi mikroskopove´ objekt´ıvy korigovane´ na nekonecˇnu´ vzdialenost’ (O)
spolu s tubusovy´mi sˇosˇovkami (TL). Do priestoru medzi mikroskopovy´m objekt´ıvom O1
a tubusovou sˇosˇovkou TL1 je zavedena´ kamera D2, na ktoru´ je zobrazovany´ obraz vzorky
v svetlo poli tubusovou sˇosˇovkou TL3. Pomocou dichroicke´ho zrkadla DM2 je mozˇne´ pri-
pojenie d’alˇs´ıch pozorovac´ıch a manipulacˇny´ch techn´ık, ako epifluorescencia, Ramanovska´
spektroskopia alebo opticka´ pinzeta. Taktiezˇ je mozˇne´ CCHM2 zmenit’ z transmisne´ho
na reflexny´ mikroskop, zaveden´ım osvetl’ovacˇa medzi mikroskopovy´mi objekt´ıvmi a tubu-
sovy´mi sˇosˇovkami.
Zostatok zobrazovacej cˇasti CCHM2 je zlozˇeny´ z difrakcˇnej mriezˇky (DG), delicˇov
zva¨zkov (BS2 a BS3), vy´stupny´ch sˇosˇoviek (OL1 a OL2) a syste´mu zrkadiel (M4 a M6),
ktory´ zarucˇuje spra´vne prekrytie interferuju´cich zva¨zkov vo vy´stupnej rovine mikroskopu.
Vy´sledny´ hologram vznika´ vo vy´stupnej rovine mikroskopu interferenciou svetla z prve´ho
difrakcˇne´ho ra´du vytvorene´ho v referencˇnom ramene a nulte´ho difrakcˇne´ho ra´du vytvo-
rene´ho v objektovom ramene. Pre dosiahnutie maxima´lne mozˇnej hodnoty kontrastu inter-
ferencˇny´ch pru´zˇkov vo vy´stupnej rovine su´ vsˇetky ostatne´ difrakcˇne´ ra´dy z referencˇne´ho ra-
mena odtienene´, a aby bolo zachovane´ cˇo mozˇno najviac z dopadaju´ceho svetla, je pouzˇita´
blejzovana´ difrakcˇna´ mriezˇka. Pri pouzˇit´ı polychromaticke´ho zdroja svetla je nutne´ za-
bezpecˇit’, aby vsˇetky vlnove´ d´lzˇky vytva´rali interferencˇnu´ sˇtruktu´ru s rovnakou pries-
torovou frekvenciou, inak by sa interferencˇne´ pru´zˇky vytvorene´ roˆznymi frekvenciami
prekry´vali a nevytvorili by hologram, ale sˇede´ pole. Preto je v CCHM2 pouzˇity´ princ´ıp
achromaticke´ho interferometra, ktory´ bol pop´ısany´ v [6]. Pomocou difrakcˇnej mriezˇky
je mozˇne´ docielit’, aby vsˇetky frekvencie svetla vytva´rali interferencˇne´ pru´zˇky s rovnakou
priestorovou frekvenciou, a ty´m vytvorili hologram. Interferencˇne´ pru´zˇky su´ rovnobezˇne´
so sˇtruktu´rou difrakcˇnej mriezˇky. Difrakcˇna´ mriezˇka je umiestnena´ v obrazovej rovine
referencˇne´ho ramena, takzˇe je zobrazovana´ do vy´stupnej roviny (OP).
Rozlozˇenie intenzity hologramu vo vy´stupnej rovine je dane´ vzt’ahom:
ix,y = |ox,y + rx,y|2 =
= |o|2 + |r|2 + or∗ + o∗r, (2.1)
kde ox,y je komplexna´ amplitu´da objektovej vlny vo vy´stupnej rovine, rx,y je komplexna´
amplitu´da referencˇnej vlny vo vy´stupnej rovine, ∗ oznacˇuje komplexne zdruzˇene´ cˇleny
a x, y tvoria ortogona´lny syste´m su´radn´ıc vo vy´stupnej rovine. Prve´ dva cˇleny v dru-
hom riadku odpovedaju´ intenzite objektovej a referencˇnej vlny. V spektre priestorovy´ch
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frekvenci´ı hologramu vytva´raju´ tzv. autokorelacˇne´ spektrum. Kazˇdy´ z cˇlenov or∗-obra-
zovy´ cˇlen a o∗r-komplexne zdruzˇeny´ obrazovy´ cˇlen, je mozˇne´ vyuzˇit’ pre rekonsˇtrukciu
amplitu´dy a fa´ze.
Schematicke´ zna´zornenie spracovania obrazu je uvedene´ na obra´zku 2.2. Zo zazna-
menane´ho hologramu (2.2a) je pomocou 2D Fourierovej transforma´cie z´ıskane´ spektrum
priestorovy´ch frekvenci´ı (2.2b). Na vy´rez okolo obrazove´ho cˇlenu je aplikovana´ spa¨tna´
Fourierova transforma´cia, a ty´m je z´ıskana´ komplexna´ amplitu´da, z ktorej je mozˇne´ do-
stat’ fa´zovy´ obraz (2.2c), ktory´ odpoveda´ imagina´rnej cˇasti komplexnej amplitu´dy a in-
tenzitny´ (2.2d) obraz, ktory´ odpoveda´ rea´lnej cˇast’i komplexnej amplitu´dy. Vzhl’adom
k tomu, zˇe hodnoty vo fa´zovom obraze odpovedaju´ hodnota´m zmeny fa´ze v rozsahu
〈−pi; pi〉 je nutne´ obraz upravit’ a fa´zu tzv.
”
naviazat’“. Z obrazu s
”
naviazanou“ fa´zou
je mozˇne´ vytvorit’ 3D obraz pozorovanej vzorky.
Obr. 2.2: Graficke´ zna´zornenie rekonsˇtrukcie obrazovej vlny. a) Zaznamenany´ hologram
s detailom interferencˇnej sˇtruktu´ry. b) Spektrum priestorovy´ch frekvenci´ı odpovedaju´ce
rovnici 2.1. c) Fa´zovy´ obraz. d) Amplitu´dovy´ obraz. e) Fa´zovy´ obraz s naviazanou fa´zou.
f) 3D rekonsˇtrukcia obrazu. FFT-ry´chla Fourierova transforma´cia, IFFT-spa¨tna´ ry´chla
Fourierova transforma´cia. Prevzate´ a upravene´ z [4].
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Kapitola 3
Opticka´ pinzeta
3.1. Histo´ria optickej pasce a optickej pinzety
Na presnu´ manipula´ciu s objektmi, ktory´ch rozmery su´ v rozsahu od desiatok nanometrov
azˇ po desiatky mikrometrov, je mozˇne´ pouzˇit’ svetlo. Na´stroj, ktory´ vyuzˇ´ıva mechanicke´
u´cˇinky svetla na manipula´ciu s objektmi, sa nazy´va opticka´ pinzeta. Ako prvy´ na me-
chanicke´ u´cˇinky svetla pouka´zal nemecky´ astrono´m Johannes Kepler v prvej polovici
17. storocˇia, ked’ navrhol, zˇe doˆvod precˇo chvost kome´ty smeruje od slnka je radiacˇny´ tlak
zˇiarenia zo slnka. V roku 1873 James Clerk Maxwell v teo´ri´ı elektromagnetizmu odvodil,
zˇe svetlo samo moˆzˇe vyvolat’ radiacˇny´ tlak. Prve´ experimenty, ktore´ preukazovali radiacˇny´
tlak zˇiarenia, zostavili v roku 1901 pa´ni E. F. Nichols, G. F. Hull1 a P.N. Lebedev ([7]).
Skutocˇny´ potencia´l mechanicky´ch u´cˇinkov zˇiarenia sa uka´zal azˇ v druhej polovici
20. storocˇia po objaven´ı laseru. Priekopn´ıkom v tejto oblasti sa stal Arthur Ashkin
z AT&T Bellovy´ch laborato´ri´ı. Ako prvy´ experimenta´lne uka´zal, zˇe opticke´ sily moˆzˇu
pohnu´t’ popr´ıpade levitovat’ cˇastice s mikrometrovy´mi rozmermi ([8], [9], [10]). Taktiezˇ
ako prvy´ priˇsiel s mysˇlienkou vytvorenia optickej pasce pomocou silne fokusovane´ho la-
serove´ho zva¨zku, ktoru´ publikoval v roku 1978 ([11]). Opticka´ pasca bola navrhnuta´ na
zachytenie ato´mov. V cˇla´nku [12] uka´zal, zˇe v optickej pasci je mozˇne´ zachytit’ aj Rayle-
igho2 a Mieho3 cˇastice.
Vyuzˇitie optickej pinzety sa rozsˇ´ırilo do mnohy´ch vedny´ch odborov. Cˇastou aplika´ciou
v biolo´gi´ı je sˇtu´dium molekula´rnych motorov ([13]), enzy´mov nukleovy´ch kysel´ın, mecha-
nicky´ch vlastnost´ı mikrotubulov, aktinovy´ch vla´ken, DNA, manipula´cia so subbunecˇny´mi
sˇtruktu´rami ([14], [15]). Opticka´ pinzeta nasˇla svoje uplatnenie aj pri sˇtu´diu koloidny´ch
roztokov ([16]), mezoskopicky´ch syste´mov a mechanicky´ch vlastnost´ı polyme´rov ([17])
a biopolyme´rov ([18]). Pa´nom S. Chuovi, C. Cohen-Tannoudjiovi and W. D. Phillipsovi
bola udelena´ v roku 1997 Nobelova cena za fyziku za vytvorenie meto´dy na chladenie
a zachytenie ato´mov pomocou laseru4.
1Experiment je zna´my ako svetelny´ mlyn (z angl. light mill).
2Cˇastica, ktorej rozmer je vy´razne mensˇ´ı ako vlnova´ d´lzˇka pouzˇite´ho zˇiarenia.
3Cˇastica, ktorej rozmer je porovnatel’ny´ s vlnovou d´lzˇkou dopadaju´ceho zˇiarenia.
4Podarilo sa im dosiahnut’ teplotu 0,18µK.
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3.2. Princ´ıp fungovania a sily poˆsobiace v optickej pasci
Vel’kost’ radiacˇne´ho tlaku zˇiarenia je mozˇne´ odhadnu´t’ jednoduchou u´vahou. Hybnost’
foto´nu je dana´ vzt’ahom hν/c, kde h je Planckova konsˇtanta, ν je frekvencia foto´nu
a c je ry´chlost’ svetla. Zdroj zˇiarenia s vy´konom P vyprodukuje P/hν foto´nov za jednu
sekundu. V situa´ci´ı ked’ vsˇetky foto´ny zo zdroja dopadaju´ na objekt a odra´zˇaju´ sa od neho
priamo naspa¨t’ je zmena hybnosti foto´nov dana´ vy´razom (2P/hν)(hν/c) = 2P/c. Podl’a
druhe´ho Newtonovho za´kona je zmena hybnosti spojena´ so silou, a preto pri pouzˇit´ı zdroja
s vy´konom 1 W je na objekt v doˆsledku tretieho Newtonovho za´kona vyv´ıjana´ na objekt
sila priblizˇne 10 nN, cˇo sa moˆzˇe javit’ ako mala´ sila, ktora´ vsˇak doka´zˇe znacˇne ovplyvnit’
mikrocˇastice. Za´vislost’ zry´chlenia udelene´ho gul’ovej cˇastici s hustotou 1 g/cm3 poˆsoben´ım
zdroja s vy´konom 1 W na polomere cˇastice je uvedena´ v tabul’ke 3.1. Pri vy´pocˇte bol
uvazˇovany´ model kedy sa vsˇetky foto´ny odrazia od cˇastice priamo naspa¨t’. U´vaha bola
prevzata´ z [19].
Tabul’ka 3.1: Za´vislost’ zry´chlenia udelene´ho gul’ovej cˇastici s hustotou 1 g/cm3 poˆsoben´ım
zdroja s vy´konom 1 W na polomere cˇastice. g = 9,81 m/s−2.
Polomer cˇastice [mm] 100 10 1 0,1 0,01 0,001
Zry´chlenie cˇastice [m/s−2] 10−4 × g 10−1 × g 102 × g 105 × g 108 × g 1011 × g
Na vytvorenie stabilnej optickej pasce v troch rozmeroch je nutne´ aby opticke´ sily,
ktore´ udrzˇiavaju´ zachytenu´ cˇasticu v optickej pasci, boli va¨cˇsˇie ako sily, ktore´ ju nu´tia
ju opustit’. To je mozˇne´ dosiahnut’ vytvoren´ım znacˇne´ho gradientu intenzity zˇiarenia,
ktory´ je mozˇne´ vytvorit’ viacery´mi spoˆsobmi, napr´ıklad fokusovan´ım laserove´ho zva¨zku
pomocou sˇosˇoviek ([20]), vytvoren´ım stojatej vlny vyuzˇit´ım priamej a odrazenej svetelnej
vlny ([21], [22], [23], [24], [25]) alebo vyuzˇit´ım laserove´ho lu´cˇa, ktore´ho radia´lny profil
intenzity je dany´ Besselovou funkciou ([26], [27]).
Najrozsˇ´ırenejˇsou variantou vytva´rania opticky´ch pasc´ı je fokusovanie laserove´ho zˇia-
renia pomocou mikroskopove´ho objekt´ıvu do difrakcˇne limitovanej vel’kosti stopy. Pre
dosiahnutie cˇo najva¨cˇsˇieho gradientu intenzity sa vyuzˇ´ıvaju´ imerzne´ objekt´ıvy, ktory´ch
numericka´ apertu´ra (NA) presahuje hodnotu 1.
Cˇastou aplika´ciou laserovy´ch pinziet je meranie s´ıl v ra´doch 10−12N. Pre dosiahnutie
spra´vnych vy´sledkov merania je nutne´ opticku´ pinzetu kalibrovat’. Na kalibra´ciu sa vyuzˇ´ıva
Stokesov za´kon so zlozˇity´mi okrajovy´mi podmienkami, cˇo vedie k znacˇny´m odchy´lkam
vo vy´sledkoch. Tento proble´m je mozˇne´ odstra´nit’ vy´pocˇtom s´ıl poˆsobiacich v optickej
pasci.
3.2.1. Aproxima´cie s´ıl v optickej pasci pomocou Rayleigho rozp-
tylu
Ak rozmer zachytene´ho dielektricke´ho objektu splnˇuje podmienky Rayleigh rozptylu -
charakteristicky´ rozmer je ovel’a mensˇ´ı ako vlnova´ d´lzˇka dopadaju´ceho zˇiarenia, je mozˇne´
povazˇovat’ elektromagneticke´ pole v mieste objektu za uniformne´ a zachyteny´ objekt na-
hradit’ indukovany´m bodovy´m dipo´lom.
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Bodovy´ dipo´l umiestneny´ v osciluju´com elektromagnetickom poli zˇiari. Absorpciou
a na´sledny´m vyzˇiaren´ım svetla dipo´lom na neho poˆsob´ı sila v smere dopadaju´ceho zˇiarenia,
ktora´ je oznacˇovana´ ako rozptylova´ sila. Ta´to sila je u´merna´ intenzite dopadaju´ceho
zˇiarenia. Schematicke´ zna´zornenie rozptylovej sily je zobrazene´ na obra´zku 3.1.
Obr. 3.1: Schematicke´ zna´zornenie rozptylovej sily. Svetlo dopadaju´ce na cˇasticu z jedne´ho
smeru je na´sledne rozpty´lene´ vsˇetky´mi smermi, ty´m foto´ny menia hybnost’ dielektrickej
cˇastice. V izotropnom prostred´ı po vektorovom scˇ´ıtan´ı hybnost´ı rozpty´leny´ch foto´nov
ostane nenulova´ len hybnost’ v smere dopadaju´ceho zˇiarenia.
Vel’kost’ rozptylovej sily je dana´ vzt’ahom:
Frozp =
I0σnm
c
, (3.1)
kde I0 je intenzita dopadaju´ceho svetla, σ je rozptylovy´ prierez objektu, nm je index lomu
okolite´ho prostredia a c je ry´chlost’ svetla vo va´kuu.
Rozptylovy´ prierez pre gul’ovy´ objekt je dany´ vzt’ahom:
σ =
128pi5a6
3λ4
(
m2 − 1
m2 + 2
)2
, (3.2)
kde a je polomer cˇastice, λ je vlnova´ d´lzˇka dopadaju´ceho zˇiarenia a m je pomer indexov
lomu objektu a okolite´ho prostredia (m = nobj/nokolie).
V nehomoge´nnom elektromagnetickom poli sa potencia´lna energia dipo´lu men´ı v pries-
tore v za´vislosti na gradiente pola. Sila vyvolana´ nehomoge´nnym polom je oznacˇovana´
ako gradientna´, je u´merna´ gradientu intenzity zˇiarenia a ma´ jeho smer, ak m > 1.
Na dipo´l v nehomoge´nnom poli poˆsob´ı sila, ktora´ je dana´ vzt’ahom F = −∇Wp, kde
Wp je potencia´lna energia dipo´lu, pre ktoru´ plat´ı: Wp = −pE, kde p je dipo´lovy´ moment
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a E je vektor elektrickej intenzity. Cˇasovo-stredovana´ vel’kost’ gradientnej sily je dana´
vzt’ahom:
Fgrad =
2piα
cn2m
∇I0, (3.3)
kde α je polarizovatelnost’.
Polarizovatelnost’ pre gul’ovy´ objekt je dana´ vzt’ahom:
α = n2ma
3
(
m2 − 1
m2 + 2
)
. (3.4)
Ak je objekt umiestneny´ v kolimovanom alebo mierne konvergentnom zva¨zku, prevazˇuje
rozptylova´ sila, cˇo ma´ za na´sledok pohyb cˇastice v smere zˇiarenia. Pri zˇiaren´ı, ktore´ je silne
konvergentne´, dominuje gradientna´ sila, cˇo ma´ za na´sledok vytvorenie optickej pasce.
3.2.2. Aproxima´cie s´ıl v optickej pasci pomocou geometrickej optiky
Pre vy´pocˇet s´ıl poˆsobiacich na cˇasticu umiestnenu´ v jednozva¨zkovej gradientnej optickej
pasci je mozˇne´ pouzˇit’ aproxima´ciu geometrickej optiky, ak je cˇastica vy´razne va¨cˇsˇia, ako
vlnova´ d´lzˇka pouzˇite´ho laseru.
Dopadaju´ci laserovy´ zva¨zok je mozˇne´, v ra´mci aproxima´cie, rozlozˇit’ na jednotlive´ lu´cˇe,
kde kazˇdy´ nesie hybnost’ za jednu sekundu o vel’kosti nmP/c. Lu´cˇ sa pri dopade na cˇasticu
z cˇasti la´me a z cˇasti odra´zˇa, cˇ´ım sa men´ı jeho hybnost’ a ty´m je budena´ sila. Celkova´ sila
poˆsobiaca na cˇasticu je dana´ ako suma odrazene´ho lu´cˇa s vy´konom PR a nekonecˇne´ho
pocˇtu lomeny´ch lu´cˇov s vy´konom PT 2, PT 2R, . . . , PT 2Rn, kde R a T su´ Fresnelove´ ko-
eficienty odrazu, resp. prechodu na rozhran´ı medzi cˇasticou a okol´ım pri pr´ıslusˇnom uhle
a polariza´cii.
Presne´ vyjadrenie celkovej sily, ktorou poˆsob´ı jeden lu´cˇ na gul’ovu´ dielektricku´ cˇasticu
umiestnenu´ v optickej pasci pop´ısal A. Ashkin v [28].
Pre rozptylovu´ silu odvodil vzt’ah:
Frozp =
nmP
c
{
1 +R cos 2θ − T
2 [cos (2θ − 2ϑ) +R cos 2θ]
1 +R2 + 2R cos 2ϑ
}
, (3.5)
kde P je vy´kon laserove´ho zva¨zku dopadaju´ceho na cˇasticu, θ a ϑ su´ uhly dopadu resp.
lomu lu´cˇa na cˇastici.
Pre gradientnu´ silu odvodil vzt’ah:
Fgrad =
nmP
c
{
R sin 2θ − T
2 [sin (2θ − 2ϑ) +R sin 2θ]
1 +R2 + 2R cos 2ϑ
}
, (3.6)
Celkovu´ silu je mozˇne´ vypocˇ´ıtat’ ako vektorovu´ sumu rozptylovej a gradientnej sily
od jednotlivy´ch lu´cˇov zva¨zku. Schematicke´ zna´zornenie s´ıl poˆsobiacich na transparentnu´
cˇasticu od dvojice lu´cˇov je zobrazene´ na obra´zku 3.2.
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Obr. 3.2: Schematicke´ zna´zornenie s´ıl poˆsobiacich na transparentnu´ cˇasticu od dvoj-
ice lu´cˇov. p je hybnost’ dopadaju´ceho lu´cˇa, p′ je hybnost’ lu´cˇa po prechode cˇasticou,
dp je zmena hybnosti lu´cˇa, ktora´ vznikla prechodom cˇasticou. Biela sˇ´ıpka zna´zornˇuje
smer vy´slednej sily poˆsobiacej na cˇasticu. Prevzate´ a upravene´ z [29].
3.2.3. Obecne´ vyjadrenie s´ıl v optickej pasci
Pri popise s´ıl poˆsobiacich na zachytenu´ cˇasticu, ktorej charakteristicky´ rozmer je porovna-
tel’ny´ s vlnovou d´lzˇkou laseru (a ' λ), nie je mozˇne´ zanedbat’ javy spoˆsobene´ difrakciou.
Take´to rozmery maju´ typicke´ biologicke´ vzorky, ich rozmery sa pohybuju´ priblizˇne medzi
0,2µm a 5µm. Pre silne fokusovane´ zva¨zky je nutne´ uvazˇovat’ aj vektorovy´ tvar elektro-
magneticke´ho pola. Tieto skutocˇnosti robia vy´pocˇet s´ıl v optickej pasci pre cˇastice s a ' λ
vel’mi komplikovany´.
Pre vy´pocˇet s´ıl poˆsobiacich v optickej pasci v cˇla´nkoch [30] a [31] je pouzˇita´ near-
-paraxial aproxima´cia. Ta´to aproxima´cia vyzˇaduje male´ uhly zbiehania zva¨zku, cˇo pri
opticky´ch pasciach nie je splnene´, a preto vy´sledky plynu´ce z vy´pocˇtov nie su´ v zhode
s experimentom. Na tu´to nezrovnalost’ upozornil Block a Svoboda v cˇla´nku [32]. Riesˇenie
platne´ pre laserovy´ zva¨zok fokusovany´ pomocou mikroskopove´ho objekt´ıvu s vysokou
numerickou apertu´rou bolo pop´ısane´ v cˇla´nku [33].
Silu vyvolanu´ elektromagneticky´m zˇiaren´ım je mozˇne´ vyjadrit’ pomocou Maxwellovho
tenzoru napa¨tia v tvare:
F = lim
r→∞
[
−1
2
r
∫
S(r)
dΩr
(
εE2 + µ0H
2
)]
, (3.7)
kde povrch S(r) obop´ına cˇasticu a kvoˆli za´konu zachovania hybnosti je mozˇne´ tento povrch
brat’ v nekonecˇne, r je jednotkovy´ vektor v smere norma´ly k povrchu S, s orienta´ciou sme-
rom von z plochy. Vektor intenzity elektricke´ho pola E je dany´ su´cˇtom dopadaju´ceho elek-
tricke´ho pola Ein a vektoru intenzity rozpty´lene´ho elektricke´ho pola Es (E = Ein +Es).
Obdobne pre vektor intenzity magneticke´ho pola.
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Odvodenie pop´ısane´ v [33] vycha´dza z integra´lu Debyeovho typu reprezentuju´ceho
laserovy´ zva¨zok ako superpoz´ıciu rovinny´ch v´ln, ako navrhol Richards & Wolf (1959). Pri
pouzˇit´ı l’avotocˇivej orienta´cie polariza´cie je mozˇne´ silne fokusovany´ zva¨zok vyjadrit’ ako:
E in(r) = E0
∫ 2pi
0
dφ
∫ θ0
0
dθ sin θ
√
cos θ exp
(
−γ2 sin2 θ
)
× exp [ik (r +R)]ˆ (θ, φ) exp (−iωt) , (3.8)
kde uhol θ uda´va smer danej rovinnej vlny, k je vlnove´ cˇ´ıslo dane´ ako k = |k (θ, φ)| =
nmω/c, nm je index lomu obklopuju´ceho prostredia, ω = 2pi/λ0, λ0 je vlnova´ d´lzˇka
pouzˇite´ho laseru vo va´kuu, c je ry´chlost’ svetla, ˆ (θ, φ) = xˆ′+iyˆ′, xˆ′, yˆ′ su´ jednotkove´ vek-
tory z´ıskane´ z xˆ resp. yˆ, γ = f/w, f je ohniskova´ vzdialenost’ pouzˇite´ho mikroskopove´ho
objekt´ıvu a w stred laserove´ho zva¨zku. Ohnisko mikroskopove´ho objekt´ıvu sa nacha´dza
v r = −R.
Rozpty´lene´ elektricke´ a magneticke´ pole Es a Hs odpoveda´ Mieho rade parcia´lnych
v´ln a vy´sledne´ rozpty´lene´ pole je linea´rna kombina´cia Mieho komponentov. Mieho kom-
ponenty su´ dane´ Mieho koeficientmi aj a bj, ktore´ su´ u´merne´ amplitu´dam rozpty´leny´ch
elektricky´ch a magneticky´ch multipo´lovy´ch v´ln.
Po zaveden´ı bezrozmernej sily Q, ktora´ vyjadruje ako efekt´ıvne je prena´sˇana´ dostupna´
hybnost’ na cˇasticu, ktoru´ definoval Ashkin (1992) ako:
Q =
F
nmP/c
, (3.9)
kde P je vy´kon laseru v mieste vzorky. Je mozˇne´ vy´slednu´ silu vyjadrit’ ako:
Q = Qs +Qe, (3.10)
kde Qe vyjadruje pomer, s ktory´m je odoberana´ hybnost’ z dopadaju´ceho zva¨zku, je spo-
jeny´ s Ein ·Es resp. Hin ·Hs a pomer, s ktory´m rozpty´lene´ho zˇiarenia berie hybnost’ uda´va
−Qs, spojeny´ s E2s a H2s .
Osove´ komponenty bezrozmernej sily Q su´ podl’a [33] dane´ vzt’ahmi:
Qsz = −8γ
2
A
<
 ∞∑
j=1
j∑
m=−j
√
j(j + 2)(j −m+ 1)(j +m+ 1)
j + 1
×
(
aja
∗
j+1 + bjb
∗
j+1
)
Gj,mG
∗
j+1,m +
2j + 1
j(j + 1)
majb
∗
j |Gj,m|2
, (3.11)
Qez =
4γ2
A
<
∞∑
j=1
j∑
m=−j
(2j + 1)(aj + bj)Gj,m
(
G′j,m
)∗
, (3.12)
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kde j su´vis´ı s vlastny´mi hodnotami momentu hybnosti J2 (vlastne´ hodnoty su´ j(j + 1))
a Gj,m a G
′
j,m su´ multipo´love´ koeficienty fokusovane´ho dopadaju´ceho laserove´ho zva¨zku,
ktore´ su´ dane´ vzt’ahmi:
Gj,m(ρR, zR) =
∫ θ0
0
dθ sin θ
√
cos θ exp
(
−γ2 sin2 θ
)
djm,1(θ)Jm−1 (kρR sin θ) exp (ikzR cos θ) ,
(3.13)
G′j,m(ρR, zR) = −i
∂Gj,m
∂ (kzR)
, (3.14)
kde djm,m′(θ) su´ elementy matice konecˇnej rota´cie (Edmonds 1957) a Jm su´ Besselove´
funkcie.
Priecˇne komponenty bezrozmernej sily Q su´ podl’a [33] dane´ vzt’ahmi:
Qsρ = 4
γ2
A
=
∞∑
j=1
j∑
m=−j

√
j(j + 2)(j +m+ 1)(j +m+ 2)
j + 1
×
[
(aja
∗
j+1 + bjb
∗
j+1)
(
Gj,mG
∗
j+1,m+1 +Gj,−m (Gj+1,−m−1)
∗)]
− 2 2j + 1
j(j + 1)
√
(j −m)(j +m+ 1)<
(
ajb
∗
j
)
Gj,mG
∗
j,m+1
, (3.15)
Qsϕ = 4
γ2
A
<
∞∑
j=1
j∑
m=−j

√
j(j + 2)(j +m+ 1)(j +m+ 2)
j + 1
×
[
(aja
∗
j+1 + bjb
∗
j+1)
(
Gj,mG
∗
j+1,m+1 +Gj,−m (Gj+1,−m−1)
∗)]
− 2 2j + 1
j(j + 1)
√
(j −m)(j +m+ 1)<
(
ajb
∗
j
)
Gj,mG
∗
j,m+1
 (3.16)
a
Qeρ = 2
γ2
A
=
∞∑
j=1
j∑
m=−j
(2j + 1)
[
(aj + bj)Gj,m
(
G−j,m+1 −G+j,m−1
)∗]
, (3.17)
Qeϕ = 2
γ2
A
<
∞∑
j=1
j∑
m=−j
(2j + 1)
[
(aj + bj)Gj,m
(
G−j,m+1 −G+j,m−1
)∗]
, (3.18)
kde
G±j,m(ρR, zR) =
∫ θ0
0
dθ sin2 θ
√
cos θ exp
(
−γ2 sin2 θ
)
djm±1,1(θ)Jm−1 (kρR sin θ) exp (ikzR cos θ) . (3.19)
Ako kontrolu spra´vnosti odvodeny´ch rovn´ıc autori v cˇla´nku [33] uva´dzaju´ ich limitu
pre pr´ıpad a λ, kde sa vy´sledky zhoduju´ s vy´sledkami dany´mi geometrickou optikou.
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3.2.4. Experimenta´lne meranie s´ıl v optickej pasci
Aby mohla byt’ opticka´ pasca pouzˇita´ na meranie s´ıl, je nutne´ ju nakalibrovat’ - urcˇit’
tuhost’ optickej pasce. Jedni z meto´d kalibra´cie opticky´ch pasc´ı su´ meto´dy visko´zneho
t’ahu a ekviparticˇne´ho teore´mu. Obe meto´dy boli pop´ısane´ v [34].
Meto´da visko´zneho t’ahu: Sily v optickej pasci je mozˇne´ aproximovat’ za´vislost’ou,
kde sila poˆsobiaca na uva¨znenu´ cˇasticu je priamo u´merna´ vzdialenosti stredu danej cˇastice
od ohniska laserove´ho zva¨zku. Za´vislost’ je mozˇne´ vyjadrit’ v tvare:
F = −kx, (3.20)
kde k je oznacˇovana´ ako tuhost’ optickej pasce a x je vzdialenost’ stredu cˇastice od ohniska
laserove´ho zva¨zku. Pri zna´mej hodnote k je mozˇne´ silu poˆsobiacu na cˇasticu urcˇit’ priamo
meran´ım poz´ıcie cˇastice vzhl’adom k ohnisku zva¨zku.
Meto´da visko´zneho t’ahu vyuzˇ´ıva zna´mu silu, ktoru´ bud´ı pru´diaca kvapalina na objekt.
Pre cˇasticu tvaru gule je visko´zna sila dana´ vzt’ahom:
F vis = 6piηrv, (3.21)
kde η je viskozita kvapaliny, r je polomer cˇastice a v je ry´chlost’ pru´denia kvapaliny
vzhl’adom k cˇastici.
Okolo cˇastice so zna´mym rozmerom necha´me pru´dit’ kvapalinu s konsˇtantnou ry´chlost’-
ou. Z pozorovania urcˇ´ıme vy´chylku cˇastice v optickej pasci (x), ktoru´ spoˆsob´ı visko´zna sila.
Opticku´ pascu vypneme a zo za´znamu pohybu cˇastice urcˇ´ıme ry´chlost’ pru´denia kvapa-
liny. Pri zna´mej hodnote viskozity kvapaliny je z namerany´ch u´dajov mozˇne´ urcˇit’ tuhost’
optickej pasce k.
Druhy´m variantom urcˇovania vel’kosti F vis je nechat’ prostredie sta´le a pomocou optic-
kej pinzety oscilovat’ s cˇasticou, takzˇe jej poloha sa periodicky men´ı v cˇase a je ju mozˇne´
vyjadrit’ ako:
x = x0 sin(ωt). (3.22)
Derivovan´ım vzt’ahu 3.22 urcˇ´ıme ry´chlost’ pru´denia kvapaliny vzhl’adom k cˇastici, takzˇe
visko´zna sila je dana´ vzt’ahom:
Fvis = 6piηrωx0 cos(ωt), (3.23)
kde vsˇetky hodnoty su´ zna´me.
Meto´da ekviparticˇne´ho teore´mu: Na cˇasticu uva¨znenu´ v optickej pasci poˆsobia sily
na´hodne´ho smeru a vel’kosti kvoˆli terma´lnym fluktua´cia´m v obklopuju´com me´diu zna´mym
ako Brownov pohyb. Pomocou ekviparticˇne´ho teore´mu je mozˇne´ urcˇit’ tuhost’ optickej
pasce bez toho, aby bolo nutne´ poznat’ tvar cˇastice a viskozitu obklopuju´ceho me´dia,
pretozˇe meto´da priamo neza´vis´ı na visko´znom koeficiente (γ).
Pre objekt v harmonickom potencia´li s tuhost’ou k je mozˇne´ p´ısat’:
1
2
kBT =
1
2
k〈x2〉, (3.24)
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kde kB je Boltzmannova konsˇtanta, T je termodynamicka´ teplota a 〈. . .〉 oznacˇuje strednu´
hodnotu.
Takzˇe meran´ım vy´chylky cˇastice z rovnova´zˇnej polohy je mozˇne´ priamo urcˇit’ tuhost’
optickej pasce.
3.3. Meto´dy zachytenia viacery´ch cˇast´ıc do optickej
pasci
Opticka´ pinzeta v podobe ako ju navrhol A. Ashkin umozˇnˇuje zachytenie len jednej cˇastice,
cˇo znacˇne limituje jej mozˇnosti vyuzˇitia. S rozvojom mikromanipulacˇny´ch techn´ık sa ob-
javili mozˇnosti ako zachytit’ viacero cˇast´ıc v rovnakom cˇase.
Jedny´m zo spoˆsobov, ako vytvorit’ viacero opticky´ch pasc´ı, je pouzˇitie viacery´ch laserov
s roˆznymi vlnovy´mi d´lzˇkami, ktore´ spolu neinterferuju´. Do mikroskopove´ho objekt´ıvu
su´ laserove´ zva¨zky zavedene´ pomocou dichroicky´ch zrkadiel. Tento spoˆsob nie je vel’mi
vyuzˇ´ıvany´ vzhl’adom k jeho financˇnej na´rocˇnosti.
Dˇalˇs´ım spoˆsobom, ako vytvorit’ viacero opticky´ch pasc´ı je rozdelenie laserove´ho zva¨zku
pomocou polarizacˇny´ch delicˇov alebo difrakcˇnej optiky. Pouzˇitie priestorove´ho modula´toru
svetla (SLM), ako difrakcˇne´ho elementu, poskytuje najva¨cˇsˇiu variabilitu. Schematicke´
zna´zornenie optickej pinzety vyuzˇ´ıvaju´cej SLM na polohovanie optickej pasce je na obra´zku
3.3. Dˇalˇsie spoˆsoby vytvorenia viacery´ch opticky´ch pasc´ı su´ uvedene´ v [35].
Obr. 3.3: Schematicke´ zna´zornenie optickej pinzety vyuzˇ´ıvaju´cej SLM na polohovanie
optickej pasce. LS - laserovy´ zdroj, LS - laser, SLM - priestorovy´ modula´tor svetla,
MO - mikroskopovy´ objekt´ıv, FP - ohniskova´ rovina MO. Cˇiarkovanou cˇiarou su´ naznacˇene´
opticky zdruzˇene´ roviny.
Vytvorit’ viacero opticky´ch pasc´ı je mozˇne´ aj bez rozdelenia poˆvodne´ho zva¨zku, ide
o tzv. cˇasove´ zdielanie pasc´ı5, ktore´ bolo pop´ısane´ v cˇla´nku [36]. Za´kladom tejto meto´dy
je skenovanie laserove´ho zva¨zku medzi dany´mi poz´ıciami - miestami kde maju´ vzniknu´t’
5Time-sharing optical trapping.
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opticke´ pasce. Cˇastice, na ktore´ nepoˆsob´ı laserovy´ zva¨zok, v doˆsledku Brownovho pohybu
menia svoju polohu a preto frekvencia, s ktorou je opticka´ pasca navra´tena´ do poˆvodnej
polohy, mus´ı byt’ dostatocˇne vysoka´, aby zabra´nila tomuto pohybu. Na skenovanie optickej
pasce sa vyuzˇ´ıvaju´ galvano-opticke´ zrkadla´, piezo-elektricke´ zrkadla´, akusto-opticke´ alebo
elektro-opticke´ deflektory.
Minima´lna opakovacia frekvencia poz´ıcie optickej pasce tak, aby cˇastica nedifundovala
do prostredia, je podl’a [37] dana´ vzt’ahom:
ν =
2kBT
(
erf−1(γ)
)2
3piηr3n2
, (3.25)
kde erf−1 je inverzna´ funkcia k chybovej funkcii erf, γ je pravdepodobnost’, zˇe cˇastica
ostane v oblasti s rozmerom n · a pocˇas jedne´ho cyklu, η je viskozita okolite´ho prostredia,
r je polomer cˇastice a n je na´sobok polomeru cˇastice, o ktory´ sa moˆzˇe cˇastica vychy´lit’
z rovnova´zˇnej polohy pasce.
Pre cˇasticu s rozmerom r = 1µm umiestnenu´ vo vode a pre parametre γ = 0, 9,
n = 0, 1 je minima´lna skenovacia frekvencia 100 Hz.
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Kapitola 4
Na´vrh laserovej pinzety
pre koherenciou riadeny´ holograficky´
mikroskop druhej genera´cie
V ra´mci pra´ce [5] bola, ako vhodne´ riesˇenie pre CCHM2, vybrana´ laserova´ pinzeta polo-
hovana´ galvano-opticky´mi (GO) zrkadlami.
Schematicke´ zna´zornenie pripojenia samostatne´ho modulu laserovej pinzety ku kohe-
renciou riadene´mu holograficke´mu mikroskopu druhej genera´cie je zobrazene´ na obra´zku 4.1.
Obr. 4.1: Schematicke´ zna´zornenie pripojenia modulu laserovej pinzety k CCHM2. LS - la-
serovy´ zdroj, OF - opticke´ vla´kno, DM - dichroicke´ zrkadlo, F - filtre, TL - tubusove´
sˇosˇovky, O - objekt´ıvy, Sp - pozorovany´ objekt, RO - referencˇny´ objekt.
Na zavedenie pinzety do CCHM2 je pouzˇite´ dichroicke´ zrkadlo DM, ktore´ je umiest-
nene´ v objektovom ramene medzi mikroskopovy´m objekt´ıvom a tubusovou sˇosˇovkou. Na-
vrhovane´ je, aby do objektove´ho ramena mikroskopu bol pridany´ filter F1, aby zˇiarenie
z laseru optickej pinzety neznizˇoval kontrast obrazu vo vy´stupnej rovine CCHM2. Cez
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osvetl’ovaciu su´stavu sa taktiezˇ moˆzˇe laserove´ zˇiarenie dostat’ do vy´stupnej roviny a preto
je navrhovane´ umiestnenie druhe´ho filtra F1 do referencˇne´ho ramena.
4.1. Laserova´ pinzeta polohovana´ GO zrkadlami
Na pohyb optickej pasce v rovine vzorky je mozˇne´ vyuzˇit’ dvojicu galvano-opticky´ch zrka-
diel, ktory´ch osi ota´cˇania spolu zvieraju´ uhol 90◦. Take´to usporiadanie ma´ vy´hodu, zˇe uhol
na´klonu kazˇde´ho zo zrkadiel odpoveda´ posunu optickej pasce pozd´lzˇ pr´ıslusˇnej osi a osi
tvoria ortogona´lny syste´m. Medzi d’alˇsie vy´hody patr´ı mala´ strata vy´konu, ktora´ je dana´
len kvalitou pouzˇity´ch zrkadiel.
Pri zmene uhlu natocˇenia GO zrkadiel by docha´dzalo k orezaniu laserove´ho zva¨zku
zadnou apertu´rou mikroskopove´ho objekt´ıvu. Riesˇen´ım je opticke´ zdruzˇenie rov´ın precha´-
dzaju´cich GO zrkadlami a zadnej apertu´ry mikroskopove´ho objekt´ıvu.
Schematicke´ zna´zornenie optickej pinzety polohovanej GO zrkadlami je zobrazene´
na obra´zku 4.2
Obr. 4.2: Schematicke´ zna´zornenie optickej pinzety polohovanej GO zrkadlami. LS - laser,
GOM - galvano-opticke´ zrkadla´, L - sˇosˇovky, MO - mikroskopovy´ objekt´ıv, FP - ohniskova´
rovina MO, cˇiarkovanou cˇiarou su´ vyznacˇene´ opticky zdruzˇene´ roviny. a) Nevychy´lena´
opticka´ pasca. b) Vychy´lena´ opticka´ pasca. Prevzate´ a upravene´ z [5].
Opticka´ sche´ma modulu laserovej pinzety pre CCHM2 je zna´zornena´ na obra´zku 4.3.
Modul je tvoreny´ konektorom na uchytenie opticke´ho vla´kna F, kolimacˇnou sˇosˇovkou
L1, galvano-opticky´mi zrkadlami GOM, expande´rom laserove´ho zva¨zku Keplerovho typu,
ktory´ pozosta´va zo sˇosˇoviek L2, L3.
Na rozdiel od optickej sche´my uvedenej v cˇasti 4.1 na obra´zku 4.2, kde rovina za-
dnej apertu´ry mikroskopove´ho objekt´ıvu je opticky zdruzˇena´ s rovinami precha´dzaju´cimi
oboma galvano-opticky´mi zrkadlami, je v na´vrhu laserovej pinzety pre CCHM2 zdruzˇena´
zadna´ apertu´ra MO s rovinou v strede medzi GO zrkadlami. Take´to usporiadanie redu-
kuje mnozˇstvo pouzˇitej optiky, cˇ´ım sa zmensˇuju´ opticke´ vady a za´rovenˇ sa aj zmensˇuje
samotny´ modul laserovej pinzety. Nevy´hodou navrhovane´ho usporiadania je posun lase-
rove´ho zva¨zku v zadnej apertu´re MO, cˇo spoˆsobuje mierne zn´ızˇenie tuhosti optickej pasce.
Umiestnen´ım GO zrkadiel cˇo najblizˇsˇie k sebe redukuje orezanie laserove´ho zva¨zku. Aby
bol dosiahnuty´ cˇo mozˇno najva¨cˇsˇ´ı gradient intenzity v optickej pasci, je mikroskopovy´
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Obr. 4.3: Schematicke´ zna´zornenie modulu laserovej pinzety pre CCHM2. LS - laserovy´
zdroj, OF - opticke´ vla´kno, F - konektor na uchytenie OF, L - sˇosˇovky, GOM - galvano-
-opticke´ zrkadla´, DM - dichroicke´ zrkadlo, O1 - objekt´ıv, Sp - pozorovany´ objekt, modrou
cˇiarkovanou cˇiarou su´ vyznacˇene´ opticky zdruzˇene´ roviny. Prevzate´ a upravene´ z [5].
objekt´ıv ”prep´lnˇany´”, cˇo znamena´, zˇe priemer laserove´ho zva¨zku je pred vstupom do ob-
jekt´ıvu va¨cˇsˇ´ı ako priemer zadnej apertu´ry MO.
Opticka´ sche´ma laserovej pinzety pripojenej ku koherenciou riadene´mu holograficke´mu
mikroskopu je zobrazena´ na obra´zku 4.4 na strane 28.
4.2. Vy´pocˇet parametrov laserovej pinzety polohova-
nej GO zrkadlami pre CCHM2
Dl´zˇkove´ rozmery a uhly natocˇenia GO zrkadiel vystupuju´ce vo vzt’ahoch su´ graficky
zna´zornene´ na obra´zku 4.3, resp. 4.4.
Aby laserovy´ zva¨zok vzˇdy zap´lnˇal zadnu´ apertu´ru MO, mus´ı platit’ vzt’ah:
ξ <
Df −Dobj
2
, (4.1)
kde ξ je posun stredu laserove´ho zva¨zku vocˇi stredu zadnej apertu´ry MO, Df je priemer
laserove´ho zva¨zku pred vstupom do MO a Dobj je priemer zadnej apertu´ry MO.
Pre posun stredu laserove´ho zva¨zku vocˇi stredu zadnej apertu´ry MO plat´ı:
Celkovy´ posun: ξ =
√
ξ2x + ξ
2
y, (4.2)
Posun pozd´lzˇ osi x: ξx =
a
2
f3
f2
tan 2θ1, (4.3)
Posun pozd´lzˇ osi y: ξy =
a
2
f3
f2
tan 2θ2, (4.4)
kde x, y su´ osi tvoriace ortogona´lny syste´m su´radn´ıc, f2 (f3) je ohniskova´ vzdialenost’
sˇosˇovky L2 (L3), a je vzdialenost’ medzi GO zrkadlami a θ1 (θ2) je uhol na´klonu GOM1
(GOM2).
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Obr. 4.4: Opticka´ sche´ma laserovej pinzety pripojenej ku koherenciou riadene´mu holo-
graficke´mu mikroskopu. S - zdroj svetla, AD - apertu´rna clona, F - interferencˇny´ filter,
K - kolektor, BS - delicˇe, M - zrkadla´, C - kondenzory, O - objekt´ıvy, Sp - pozorovany´
objekt, RO - referenccˇy´ objekt, F - filtre, TL - tubusove´ sˇosˇovky, G - blejzovana´ reflexna´
difrakcˇna´ mriezˇka, OL - vy´stupne´ sˇosˇovky, OP - vy´stupna´ rovina, D - detektory, LS - la-
ser, OF - opticke´ vla´kno, F - konektor na uchytenie OF, GOM - galvanoopticke´ zrkadla´,
L - sˇosˇovky, DM - dichroicke´ zrkadlo, modrou cˇiarkovanou cˇiarou su´ vyznacˇene´ opticky
zdruzˇene´ roviny. Prevzate´ a upravene´ z [5].
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Ako je vidiet’ z rovn´ıc 4.2 - 4.4 je pre minimalizovanie straty energie laseru v doˆsledku
orezania zva¨zku zadnou apertu´rou MO vhodne´ volit’ expande´r s maly´m priecˇny´m zva¨cˇsˇen´ım
Mex (Mex = f3/f2). Toho je mozˇne´ dosiahnut’ cˇiastocˇny´m rozsˇ´ıren´ım zva¨zku pred vstupom
do expande´ru.
Afoka´lny syste´m tvoreny´ sˇosˇovkami L2 a L3, ktory´ slu´zˇi ako expande´r laserove´ho
zva¨zku Keplerovho typu, mus´ı sp´lnˇat’ podmienku:
c = f2 + f3, (4.5)
Priemer laserove´ho zva¨zku vstupuju´ceho do expande´ru je dany´ vzt’ahom:
di = 2f1 tan [arcsin (NA)] , (4.6)
kde f1 je ohniskova´ vzdialenost’ sˇosˇovky L1 aNA je numericka´ apertu´ra pouzˇite´ho opticke´ho
vla´kna. Pri vy´pocˇte bolo nahradene´ opticke´ vla´kno bodovy´m zdrojom, cˇo pri typicky´ch
jednomo´dovy´ch opticky´ch vla´knach, ktory´ch priemer je do 100µm, je vhodna´ aproxima´cia.
Priemer laserove´ho zva¨zku vystupuju´ceho z expande´ra mus´ı sp´lnˇat’ podmienku 4.1,
cˇizˇe by mal byt’ rovny´ Dobj + 2ξ. Priemer laserove´ho zva¨zku vystupuju´ceho z expande´ra
je dany´ vzt’ahom:
Df = di
f3
f2
, (4.7)
Zadna´ apertu´ra mikroskopove´ho objekt´ıvu je konjugovana´ s rovinou medzi GO zrkad-
lami, ak je splnena´ podmienka:
(
a
2
+ b
)
=
f2
f3
[
f2 + f3 − f2
f3
(d+ e+ g)
]
, (4.8)
Posunutie stredu optickej pasce v rovine vzorky je dane´ vzt’ahom:
Posun stredu optickej pasce pozd´lzˇ osi x: ∆x = 2
f3
f2
fobjθ1, (4.9)
Posun stredu optickej pasce pozd´lzˇ osi y: ∆y = 2
f3
f2
fobjθ2, (4.10)
Celkovy´ posun stredu optickej pasce: ∆ =
√
∆2x + ∆
2
y, (4.11)
kde fobj je ohniskova´ vzdialenost’ mikroskopove´ho objekt´ıvu.
Aby opticka´ pinzeta bola schopna´ pracovat’ v celom zornom poli, ktore´ CCHM2 po-
skytuje, mus´ı umozˇnˇovat’ vy´chylku optickej pasce, ktora´ je dana´ vzt’ahom:
∆max =
√
(Npxx |pxx|)2 +
(
Npxy |pxy|
)2
2
1
MOL
1
Mobj
, (4.12)
kde Npxx (Npxy) je pocˇet pixlov v smere osi x (y), |pxx| (|pxy|) je vel’kost’ pixlu v smere
osi x (y), MOL je zva¨cˇsˇenie vy´stupnej sˇosˇovky v CCHM2 a Mobj je zva¨cˇsˇenie pouzˇite´ho
mikroskopove´ho objekt´ıvu. Osi x, y su´ orientovane´ pozd´lzˇ hra´n sn´ımacieho cˇipu.
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4.3. Opticky´ na´vrh laserovej pinzety polohovanej GO
zrkadlami pre CCHM2
Jednou z hlavny´ch cˇast´ı laserovej pinzety je zdroj laserove´ho zˇiarenia. Pri vy´bere vhodne´ho
laserove´ho zdroja je nutne´ brat’ do u´vahy viacero faktorov. Nestabilita smeru vy´stupne´ho
zva¨zku vedie k na´hodny´m a nechceny´m pohybom laserovej pasce a nestabilita vy´stupne´ho
opticke´ho vy´konu spoˆsobuje zmenu tuhosti optickej pasce. Pri zachyta´van´ı biologicky´ch
vzoriek patr´ı medzi doˆlezˇite´ parametre vlnova´ d´lzˇka laserove´ho zdroja. Ak by zachyteny´
biologicky´ objekt mal vysoku´ mieru absorpcie na vlnovej d´lzˇke chytacieho laseru mohlo
by doˆjst’ k jeho tepelne´mu posˇkodeniu. Vhodne´ vlnove´ d´lzˇky sa nacha´dzaju´ v bl´ızkej
infracˇervenej oblasti, ktora´ je na pomedz´ı medzi absorpciou biologicky´ch chromofo´rov,
ako hemoglob´ın alebo cytochro´my, vo viditel’nom spektre a zvysˇuju´cou sa absorpciou vody
v infracˇervenej oblasti. Na obra´zku 4.5 je graf za´vislosti absorpcie hemoglob´ınu a vody
na vlnovej d´lzˇke.
Obr. 4.5: Graf za´vislosti absorpcie hemoglob´ınu (Hb, HbO2) a vody na vlnovej d´lzˇke.
Prevzate´ a upravene´ z [32].
Opticky´ na´vrh laserovej pinzety polohovanej GO zrkadlami pre CCHM2 a jeho na´sledna´
optimaliza´cia bola realizovana´ v programe ZEMAX, verzia 2005. V na´vrhu bolo opticke´
vla´kno nahradene´ bodovy´m zdrojom s pr´ıslusˇnou numerickou apertu´rou (NA = 0, 14)
a mikroskopovy´ objekt´ıv CFI Plan Apo VC 60x Oil.(NA = 1,40, W.D. = 0.13 mm) od spo-
locˇnosti Nikon Instruments Inc. bol nahradeny´ paraxia´lnou sˇosˇovkou pretozˇe vy´robca ne-
30
4. NA´VRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2
poskytuje dostatok informa´ci´ı, aby objekt´ıv mohol byt’ vlozˇeny´ do simula´cie. Ohniskova´
vzdialenost’ paraxia´lnej sˇosˇovky je dana´ vzt’ahom:
f =
fTL
Mobj
, (4.13)
kde fTL je ohniskova´ vzdialenost’ tubusovej sˇosˇovky pouzˇite´ho mikroskopove´ho objekt´ıvu
a Mobj je jeho zva¨cˇsˇenie.
V na´vrhu bola, ako detektor D, uvazˇovana´ CCD kamera MR285MC BH (1, 45 M,
9, 0× 6, 7 mm, CCD B/W, IEEE1394A) od spolocˇnosti Ximea GmbH.
Pre polohovanie laserove´ho zva¨zku boli vybrane´ galvano-opticke´ zrkadla´ SG20 (20 kpps)
od 6thD - Vesely´ Jaroslav f.o., ktory´ch parametre su´ uvedene´ v tabul’ke 4.1.
Tabul’ka 4.1: Parametre galvano-opticky´ch zrkadiel SG20 (20 kpps) od 6thD - Vesely´ Jaro-
slav f.o. ∗pps - bod za jednu sekundu, stanovene´ pre vy´chylku zva¨zku 8◦.
Napa´janie 100/250 V AC 50 - 60 Hz
Riadiaci signa´l ±5 V
Vel’kost’ zrkadiel 6,5× 11 mm
Maxima´lny uhol na´klonu ±20◦
Maxima´lna skenovacia ry´chlost’ 20 kpps∗
Kvoˆli zvy´sˇeniu odrazivosti bola na odraznu´ plochu zrkadiel nadeponovana´ vrstva
zlata1. Graf za´vislosti odrazivosti GO zrkadiel na vlnovej d´lzˇke dopadaju´ceho zˇiarenia
je na obra´zku 4.6, odrazivost’ pre vlnovu´ d´lzˇku 1064 nm je 49%. Pri meran´ı odrazivosti po-
vrchu GO zrkadiel bola pouzˇita´ halogen-deute´riova´ lampa DH-2000 od spolocˇnosti Avan-
tes Ltd. ako zdroj svetla, spektrometer bol pouzˇity´ Shamrock SR-303i od spolocˇnosti
Andor Technology PLC, ktory´ ma´ Czerny-Turner usporiadanie, kamera bola pouzˇita´
iDUS 420BU so zozadu osvetleny´m CCD cˇipom, a ako referencia bolo pouzˇite´ zrkadlo
PF10-03-G01 od spolocˇnosti THORLABS GmbH.
Najlepsˇie vy´sledky v simula´cia´ch pri kolima´cii laserove´ho zva¨zku boli dosiahnute´ s as-
fe´rickou sˇosˇovkou A240-B s ohniskovou vzdialenost’ou 8 mm a priemerom 9,94 mm od spo-
locˇnosti THORLABS GmbH. Sˇosˇovka je pokryta´ antireflexnou vrstvou, ktorej odrazivost’
je mensˇia ako 1 % pri vlnovy´ch d´lzˇkach v intervale (625− 1075) nm.
Pre expande´r boli dosiahnute´ najlepsˇie vy´sledky simula´ci´ı s pouzˇit´ım sˇosˇoviek TECHS-
PEC Near IR doublets od firmy EDMUND OPTICS Inc. Ako sˇosˇovka L2 bola pouzˇita´
NT45-800 s ohniskovou vzdialenost’ou 35 mm a priemerom 25 mm a ako sˇosˇovka L3 je pouzˇi-
ta´ NT47-319 s ohniskovou vzdialenost’ou 200 mm a priemerom 50 mm.
Pocˇiatocˇne´ parametre pri optimaliza´cii boli vypocˇ´ıtane´ podl’a vzt’ahov uvedeny´ch v cˇasti
4.2. Optimalizovana´ bola vel’kost’ stopy v troch miestach2 v ohniskovej rovine mikrosko-
pove´ho objekt´ıvu. Ciel’om bolo dosiahnut’ simula´ciu s vy´sledkom, kde by stopa zva¨zku bola
vy´razne mensˇia ako difrakcˇny´ limit su´stavy, cˇo by znamenalo vykorigovanie opticky´ch va´d
1Vrstvu nadeponoval Ing. Petr Dvorˇa´k na VUT FSI UFI.
2Opticka´ pasca v strede zorne´ho pola, v 70% z maxima´lnej vy´chylky, cˇomu odpoveda´ uhol na´klonu
GO zrkadiel 0,98◦ a 1,33◦ a na kraji zorne´ho pola, cˇomu odpoveda´ uhol na´klonu GO zrkadiel 1,4◦ a 1,9◦.
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Obr. 4.6: Graf za´vislosti odrazivosti GO zrkadiel na vlnovej d´lzˇke dopadaju´ceho zˇiarenia.
a pribl´ızˇenie sa k maxima´lnj mozˇnej vel’kosti gradientu intenzity laserove´ho zva¨zku v ro-
vine vzorky. V tabul’ke 4.2 su´ uvedene´ optimalizovane´ parametre optickej pinzety.
Na obra´zku 4.7 su´ zobrazene´ spot diagramy v mieste ohniska mikroskopove´ho ob-
jekt´ıvu, ktore´ zobrazuju´ umiestnenie trasovany´ch lu´cˇov opticky´m syste´mom v zvolenej
rovine, takzˇe predstavuje vel’kost’ stopy zva¨zku po zapocˇ´ıtan´ı opticky´ch va´d bez difrak-
cie. Kruzˇnica v obra´zku predstavuje Airyho disk su´stavy - difrakcˇny´ limit su´stavy, cˇizˇe
vel’kost’ stopy, ak by opticky´ syste´m nebol zat’azˇeny´ geometricky´mi opticky´mi vadami, ale
len difrakciou. Je vidiet’, zˇe syste´m je takmer bez geometricky´ch opticky´ch va´d. Tomu
zodpoveda´ aj graf na obra´zku 4.8, ktory´ uda´va za´vislost’ mnozˇstva energie v ohnisku
mikroskopove´ho objekt´ıvu, ktora´ sa nacha´dza v oblasti uzatvorenej kruzˇnicou s dany´m
polomerom. Stred kruzˇnice je vztiahnuty´ k hlavne´mu lu´cˇu. Krivky oznacˇene´ ako
”
dif-
rakcˇny´ limit“ predstavuju´ idea´lny stav, t.j. maxima´lne mozˇne´ mnozˇstvo energie v ob-
lasti, ak by opticky´ syste´m laserovej pinzety bol zat’azˇeny´ len difrakciou. Krivky oznacˇene´
ako
”
simula´cia“ predstavuju´ mnozˇstvo energie v danej oblasti pre opticky´ syste´m lase-
rovej pinzety zat’azˇeny´ geometricky´mi opticky´mi vadami. V grafe je vidiet’, zˇe krivky
pre nevychy´lenu´ opticku´ pascu sa l´ıˇsia ma´lo, cˇo odpoveda´ vykorigovany´m geometricky´m
opticky´m vada´m a krivky pre maxima´lne vychy´lenu´ opticku´ pascu sa l´ıˇsia mierne viac. Pre
maxima´lne vychy´lenu´ opticku´ pascu sa prejavuju´ geometricke´ opticke´ vady. Na obra´zku
4.9 je zobrazena´ simula´cia rozlozˇenia svetelne´ho vy´konu v ohniskovej rovine mikrosko-
pove´ho objekt´ıvu rovnobezˇne s optickou osou pre nevychy´lenu´ (4.9a) a plne vychy´lenu´
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Tabul’ka 4.2: Optimalizovane´ parametre optickej pinzety polohovanej GO zrkadlami.
R - polomer krivosti, T - osova´ sˇ´ırka, D - priemer, k -
”
conic constant“, A2 - A8 - asfe´ricke´
koeficienty. Asfe´ricka´ plocha je dana´ rovnicou: z = r
2
R
(
1+
√
1−(1+k)r2/R2
) + A2r2 + A4r4 +
A6r
6 + A8r
8, kde z je osova´ vzdialenost’ merana´ od vrcholu sˇosˇovky a r je vzdialenost’
od osi. Vzdialenosti ty´kaju´ce sa sˇosˇoviek su´ merane´ od vrcholov.
Povrch Komenta´r R [mm] T [mm] Sklo D[mm]
OBJ |OF, L1| ∞ 5,86
1 L1 632,73 3,69 S-LAL13 10
2* L1 -5,48 10
STO |L1, GOM1| ∞ 30
4 GOM1 ∞ Zrkadlo 3,3
5 a ∞ 6,5
6 GOM1 ∞ Zrkadlo 4,3
7 b ∞ 17.8
8 L2 87,52 4 N-SF6 25
9 L2 20,11 11 N-LAK22 25
10 L2 -23,4 25
11 c ∞ 233,29
12 L3 112,88 9 N-LAK22 50
13 L3 -112,88 5,5 N-SF6 50
14 L3 -1415,62 50
15 d ∞ 153
16 DM ∞ Zrkadlo 28,8
17 e ∞ 120
18 Zadna´ Apertu´ra MO ∞ 3,3 12
Paraxial MO, fobj = 3, 3mm 3,3 12
2*
k [-] A2 [mm
−1] A4 [mm−3] A6 [mm−5] A8 [mm−7]
0,0000 0,0000 -50,9290×10−5 -0,1286×10−5 -0,0870×10−5
opticku´ pascu (4.9b), je zahnuta´ interferencia a difrakcia laserove´ho zva¨zku pri prechode
jednotlivy´mi elementmi opticke´ho syste´mu laserovej pinzety.
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Obr. 4.7: Spot diagram v mieste ohniska mikroskopove´ho objekt´ıvu. a) Nevychy´lena´
opticka´ pasca. b) Vychy´lena´ opticka´ pasca - 70 % z maxima´lnej vy´chylky. c) Opticka´
pasca na kraji zorne´ho pola. Kruzˇnica predstavuje Airyho disk su´stavy.
Obr. 4.8: Graf za´vislosti mnozˇstva energie, ktora´ sa nacha´dza v oblasti uzatvorenej
kruzˇnicou s dany´m polomerom. Stred kruzˇnice je vztiahnuty´ k hlavne´mu lu´cˇu.
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Obr. 4.9: Normovany´ svetelny´ vy´kon, ktory´ precha´dza jednotkou plochy v ohniskovej
rovine objekt´ıvu. a) Nevychy´lena´ opticka´ pasca. b) Maxima´lne vychy´lena´ opticka´ pasca.
4.4. Mechanicky´ na´vrh laserovej pinzety polohovanej
GO zrkadlami pre CCHM2
Na´vrh mechanicke´ho riesˇenia laserovej pinzety pre CCHM2 bol vytvoreny´ ako 3D model,
v programe SolidWORKS 2006, ktory´ je na obra´zku 4.10. Z modelu mechanicke´ho riesˇenia
bola vytvorena´ vy´robna´ dokumenta´cia, ktora´ je prilozˇena´ v pr´ılohe. Mechanicky´ model
je mozˇne´ rozdelit’ do sˇtyroch cˇast´ı: manipula´tor opticke´ho vla´kna, kolima´tor laserove´ho
zva¨zku, drzˇiak galvano-opticky´ch zrkadiel a expande´r laserove´ho zva¨zku.
Obr. 4.10: 3D model laserovej pinzety pre CCHM2.
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V d’alˇsom texte sa cˇ´ıselne´ popisy vzt’ahuju´ k obra´zkom 4.11, 4.12, 4.13 a 4.14. Farby
v obra´zkoch su´ vyrobene´ umelo, aby bolo mozˇne´ jednotlive´ diely lepsˇie od seba odl´ıˇsit’.
Diely su´ vyrobene´ zo zliatiny hlin´ıku, oceli a fosforove´ho bronzu.
4.4.1. Manipula´tor opticke´ho vla´kna a kolima´tor laserove´ho zva¨zku
Na obra´zkoch 4.11 a 4.12 je zobrazeny´ 3D model konektoru a manipula´toru opticke´ho
vla´kna spolu s kolima´torom laserove´ho zva¨zku.
Hlavnu´ cˇast’ manipula´toru opticke´ho vla´kna tvor´ı pohyblivy´ kamenˇ (16), ktory´ je po-
lohovany´ v rovine kolmej k optickej ose pomocou dvojice nastavovac´ıch skrutiek (10).
Sta´ly kontakt medzi kamenˇom a nastavovac´ımi skrutkami je zaisteny´ pomocou t’azˇnej
pruzˇiny (11). Spra´vne vedenie kamenˇa v pu´zdre manipula´tora (9) zaist’uje krycia doska
(13). Opticke´ vla´kno (14) ukoncˇene´ APC ferulou je uchytene´ v FC/PC adapte´ry (15),
ktory´ je naskrutkovany´ v pohyblivom kameni (16). Konektor je fixovany´ vo svojej po-
lohe pomocou aretacˇne´ho prstenca (12). Vzhl’adom k nesˇtandardne´mu za´vitu na FC/PC
adapte´ri3 (15) bol pohyblivy´ kamenˇ vyrobeny´ opracovan´ım komercˇne dostupne´ho dielu4
od firmy THORLABS GmbH. Spolu s ty´mto dielom je doda´vany´ aj aretacˇny´ prstenec
(12).
Pomocou kolima´tora laserove´ho zva¨zku je mozˇne´ nastavovat’ vzdialenost’ pozd´lzˇ osi me-
dzi koncom opticke´ho vla´kna (14) a kolimacˇnou sˇosˇovkou (7), ktora´ je ulozˇena´ v tubuse (4)
a fixovana´ pr´ıtlacˇnou maticou (8). Spojenie kolima´tora laserove´ho zva¨zku a manipula´toru
opticke´ho vla´kna je realizovane´ ustanovac´ım sˇro´bom (6). Nastavovanie polohy kolimacˇnej
sˇosˇovky vocˇi opticke´mu vla´knu je realizovane´ tocˇen´ım ustanovacej matice (2), ktora´ sa
moˆzˇe vol’ne ota´cˇat’ okolo tubusu a jej poloha je zaistena´ aretacˇny´m prstencom (1). Sta´ly
kontakt medzi tubusom a ustanovacou maticou je zaisteny´ za´vitom s jemny´m stu´pan´ım
a voˆl’a v nˇom je vymedzena´ pomocou tlacˇnej pruzˇiny (35). Vedenie ustanovacieho sˇro´bu
je zaistene´ pomocou dra´zˇky s perom (5), toto vedenie taktiezˇ zaist’uje, aby sa kolimacˇna´
sˇosˇovka (7) nemohla ota´cˇat’ okolo svojej osi.
4.4.2. Drzˇiak galvano-opticky´ch zrkadiel
Na obra´zku 4.13 je zobrazeny´ 3D model drzˇiaku galvano-opticky´ch zrkadiel. Hlavnou
u´lohou tejto podzostavy je nastavenie odrazny´ch ploˆch GO zrkadiel tak, aby opticka´
os su´stavy precha´dzala ich stredmi.
GO zrkadlo (24, resp. 31) je uchytene´ vo vodiacom kameni (23, resp. 21). Na ustave-
nie polohy GO zrkadla vo vodiacom kameni je pouzˇita´ skrutka precha´dzaju´ci vodiacim
kamenˇom, ktory´ cez gumovy´ element tlacˇ´ı na GO zrkadlo a to je ovla´dane´ pomocou na-
stavovacej skrutky (18, resp. 28). Sta´ly kontakt medzi vodiacim kamenˇom a nastavovacou
skrutkou je zaisteny´ pomocou tlacˇny´ch pruzˇ´ın6, ktore´ su´ vedene´7, aby bola zaistena´ ich
3SM05FC - FC/PC Fiber Adapter Plate with External SM05 (0.53540) Thread
4CP11 - SM05-Threaded 30 mm Cage Plate, 0.35”
5VD-288Z-13 od spolocˇnosti Gutekunst + Co.KG.
6Na obra´zku 4.13 je vidiet’ jednu z tlacˇny´ch pruzˇ´ın 29.
7Na obra´zku 4.13 je vidiet’ jedno z veden´ı pruzˇ´ın 34. Vy´robna´ dokumenta´cia k druhe´mu vedeniu je
uvedena´ v pr´ılohe pod oznacˇen´ım 34b.
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Obr. 4.11: 3D model manipula´toru opticke´ho vla´kna a kolima´tou laserove´ho zva¨zku.
2 - ustanovacia matica, 6 - ustanovac´ı sˇro´b, 9 - pu´zdro manipula´tora, 10 - nastavova-
cie skrutky, 13 - krycia doska, 14 - opticke´ vla´kno, 16 - pohyblivy´ kamenˇ.
vzperna´ stabilita. Vodiaci kamenˇ je suvne vlozˇeny´ vo vodiacich doska´ch (19, resp. 30).
Spra´vne vedenie vodiaceho kamenˇa, ktore´ho hru´bka je o 0, 5 mm va¨cˇsˇia ako hru´bka dielu
19, resp. 30, je realizovane´ pomocou pr´ıtlacˇny´ch lamiel (22, 25, resp. 20, 27), ktory´ch
konce su´ vyhnute´ kvoˆli zvy´sˇeniu ich tuhosti.
Spojenie drzˇiaku GO zrkadiel s kolima´torom laserove´ho zva¨zku a s expande´rom lase-
rove´ho zva¨zku je realizovane´ prechodovy´mi doskami (33, resp. 32).
Kvoˆli zn´ızˇeniu mnozˇstva svetla, ktore´ prenika´ do su´stavy a zvy´sˇeniu tuhosti drzˇiaku
GO zrkadiel, su´ pridane´ krycie dosky (17, 26).
4.4.3. Expande´r laserove´ho zva¨zku
Expande´r laserove´ho zva¨zku, ktore´ho 3D model je zobrazeny´ na obra´zku 4.14, pln´ı dve
funkcie. Umozˇnˇuje vytvorenie afoka´lne´ho syste´mu, slu´zˇiaceho na rozsˇ´ırenie laserove´ho
zva¨zku, pomocou nastavenia vza´jomnej vzdialenosti medzi sˇosˇovkami L2 (36) a L3 (48)
a taktiezˇ umozˇnˇuje nastavit’ vzdialenost’ roviny medzi GO zrkadlami a L2 (bez toho, aby
sa menila vzdialenost’ medzi L2 a L3), cˇ´ım umozˇnˇuje variabilitu pozˇadovanej vzdialenosti
medzi L3 a zadnou apertu´rou mikroskopove´ho objekt´ıvu.
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Obr. 4.12: Rez 3D modelom manipula´toru opticke´ho vla´kna a kolima´toru laserove´ho
zva¨zku. 1 - aretacˇny´ prstenec, 2 - ustanovacia matica, 3 - tlacˇna´ pruzˇina, 4 - tubus,
5 - pero. 6 - ustanovac´ı sˇro´b, 7 - kolimacˇna´ sˇosˇovka, 8 - pr´ıtlacˇna´ matica, 9 - pu´zdro mani-
pula´tora, 10 - nastavovacia skrutka, 11 - t’azˇna´ pruzˇina, 12 - aretacˇny´ prstenec, 13 - krycia
doska, 14 - opticke´ vla´kno, 15 - FC/PC adapte´r, 16 - pohyblivy´ kamenˇ.
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Obr. 4.13: 3D model drzˇiaku galvano-opticky´ch zrkadiel. 17, 26 - krycie dosky, 18, 28 - na-
stavovacie skrutky, 19, 30 - vodiace dosky, 20, 22, 25, 27 - pr´ıtlacˇne´ lamely, 21, 23 - vodiace
kamene, 24, 31 - GO zrkadla´, 29 - tlacˇna´ pruzˇina, 32, 33 - prechodove´ dosky, 34 - vedenie
pruzˇiny.
39
4.5. NA´VRH NAPA´JANIA LASEROVEJ DIO´DY
Spojenie expande´ru laserove´ho zva¨zku a drzˇiaku GO zrkadiel je realizovane´ kon-
jugacˇny´m sˇro´bom (39). Ota´cˇan´ım konjugacˇnej matice (40), ktorej poloha je fixovana´
pomocou aretacˇne´ho prstenca (42), je mozˇne´ nastavit’ vzdialenost’ L2 a roviny medzi GO
zrkadlami. Vzdialenost’ je mozˇne´ menit’ v rozsahu, ktore´mu odpoveda´ interval vzdialenosti
medzi L3 a zadnou apertu´rou MO od 60 do 460 mm tak, aby bola splnena´ podmienka kon-
jugovanosti. Voˆl’a v za´vite medzi konjugacˇny´m sˇro´bom a konjugacˇnou maticou je zaistena´
tlacˇnou pruzˇinou (41)8.
Ota´cˇan´ım expande´rovej matice (44), ktorej poloha je fixovana´ pomocou aretacˇne´ho
prstenca (43), je mozˇne´ nastavit’ vzdialenost’ medzi sˇosˇovkami L2 a L3. Voˆl’a v za´vite
medzi expande´rovou maticou a expande´rovy´m sˇro´bom (45) je zaistena´ pomocou tlacˇnej
pruzˇiny (47)9.
Expande´rovy´ sˇro´b slu´zˇi taktiezˇ ako drzˇiak sˇosˇovky L3, ktorej poloha je fixovana´ pr´ıtlacˇ-
nou maticou (49). Expande´rovy´ tubus (37) slu´zˇi ako drzˇiak sˇosˇovky L2, ktorej poloha je
fixovana´ pr´ıtlacˇnou maticou (35). Spra´vne vedenie jednotlivy´ch dielov je realizovane´ pomo-
cou pier (38, 46) s dra´zˇkami. Pr´ıruba (50) slu´zˇi na pripojenie laserovej pinzety k CCHM2
a taktiezˇ zaist’uje zosu´ladenie optickej osi CCHM2 a modulu laserovej pinzety.
4.5. Na´vrh napa´jania laserovej dio´dy
Ako zdroj zˇiarenia pre laserovu´ pinzetu je zvolena´ ga´lium-arsenidova´ laserova´ dio´da
Lumics LU1064M45 (vlnova´ d´lzˇka 1064 nm, maxima´lny vy´kon v kontinua´lnom mo´de
450 mW, maxima´lny vy´kon v pulznom mo´de 1200 mW), ktora´ v kontinua´lnom mo´de pra-
cuje pri napa¨t´ı 1,75 V. Zmenou vel’kosti napa´jacieho pru´du je mozˇne´ menit’ opticky´ vy´kon
dio´dy, ktory´ je dany´ vzt’ahom10:
Pdiod[mW] =
{
0 . . . 0 < I < 64 [mA]
0, 62I − 40 . . . 64 ≤ I < 800 [mA] (4.14)
kde I je vel’kost’ pru´du pretekaju´ceho dio´dou.
Vzhl’adom k strmosti voltampe´rovej charakteristiky polovodicˇovy´ch dio´d bol upred-
nostneny´ pru´dovy´ napa´jac´ı zdroj pred napa¨t’ovy´m. Navrhovany´ pru´dovy´ zdroj je mozˇne´
rozdelit’ na sˇtyri cˇasti: riadiaca karta pripojitel’na´ k PC, 8 bitovy´ digita´lno-analo´govy´ pre-
vodn´ık, exekucˇna´ cˇast’, externy´ napa´jac´ı zdroj. Sche´ma zapojenia navrhovane´ho pru´dove´ho
zdroja je na obra´zku 4.15.
Ako riadiaca karta bola zvolena´ NI USB-6008 obsahuju´ca dva analo´gove´ vy´stupy, tie
su´ pouzˇite´ na ovla´danie GO zrkadiel. Z digita´lnych vy´stupov bol zostaveny´ 8 bitovy´ di-
gita´lno-analo´govy´ prevodn´ık, umozˇnˇuju´ci nastavenie 256 hodnoˆt, podl’a toho ako su´ uspo-
riadane´ logicke´ jednotky a nuly na digita´lnych vy´stupoch karty.
Zapojenie digita´lno-analo´gove´ho prevodn´ıka je zobrazene´ v l’avej cˇasti obra´zku 4.15.
Ak je maxima´lny opticky´ vy´kon rozdeleny´ na 256 hodnoˆt tak, aby hodnota oznacˇena´
ako 1 odpovedala nulove´mu opticke´mu vy´konu a hodnota 256 odpovedala maxima´lnemu
8VD-288Z-13 od spolocˇnosti Gutekunst + Co.KG.
9D-263VH od spolocˇnosti Gutekunst + Co.KG.
10Vzt’ah vznikol linea´rnou regresiou vy´robcom doda´vany´ch da´t.
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Obr. 4.14: 3D model expande´r laserove´ho zva¨zku. 35, 49 - pr´ıtlacˇne´ matice, 36 - L2,
37 - expande´rovy´ tubus, 38, 46 - pera´, 39 - konjugacˇny´ sˇro´b, 40 - konjugacˇna´ matica, 41,
47 - tlacˇne´ pruzˇiny, 42, 43 - aretacˇne´ prstence, 44 - expande´rova´ matica, 45 - expande´rovy´
sˇro´b, 48 - L3, 50 - pr´ıruba.
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Obr. 4.15: Sche´ma zapojenia pru´dove´ho zdroja.
opticke´mu vy´konu, potom o tom cˇi na danom digita´lnom vy´stupe je logicka´ nula alebo
jednota je mozˇne´ rozhodnu´t’ na za´klade vzt’ahu:
⌊
NO − 1
SV
⌋
=
{
0 . . . pa´rne´ cˇ´ıslo alebo 0
1 . . . nepa´rne´ cˇ´ıslo,
(4.15)
kde NO je hodnota z intervalu 〈1; 256〉, ktora´ je spojena´ s vel’kost’ou opticke´ho vy´konu,
SV je sˇpecificka´ hodnota priradena´ ku kazˇde´mu digita´lnemu vy´stupu a b. . .c je oznacˇenie
zaokru´hlenia smerom nadol. Sˇpecificke´ hodnoty digita´lnych vy´stupov su´ uvedene´ v tabul’ke
4.3. Charakteristika digita´lne-analo´gove´ho prevodn´ıka je na obra´zku 4.16.
Tabul’ka 4.3: Sˇpecificke´ hodnoty digita´lnych vy´stupov riadiacej karty.
Digita´lny vy´stup D0 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
Sˇpecificka´ hodnota 1 2 4 8 16 32 64 128
V pravej cˇasti sche´my zapojenia pru´dove´ho zdroja na obra´zku 4.15 je zobrazena´
exekucˇna´ cˇast’ a pripojenie na externy´ napa¨t’ovy´ zdroj MW9112GS od spolocˇnosti Minwa
Electronics Co., Ltd.
Operacˇny´ zosilnˇovacˇ s asymetricky´m napa´jan´ım LM258 zapojeny´ so spa¨tnou va¨zbou
je pripojeny´ k bra´ne pol’om riadene´mu tranzistoru BD137-16. Vy´stupne´ napa¨tie na ope-
racˇnom zosilnˇovacˇi
”
otva´ra“, resp.
”
zatva´ra“ tranzistor, cˇ´ım je kontrolovany´ pru´d lasero-
vou dio´dou. Kondenza´tory umiestnene´ v obvode slu´zˇia, ako vysokofrekvencˇne´ filtre, aby
odstra´nili na´hle vy´kyvy napa¨tia z externe´ho zdroja. Graf za´vislosti vel’kosti pru´du pre-
tekaju´ceho laserovou dio´dou na vy´stupnej hodnote z digita´lno-analo´gove´ho prevodn´ıka
je na obra´zku 4.17.
Pri pra´ci sa laserova´ dio´da moˆzˇe znacˇne zahrievat’, cˇo vedie k nestabilite opticke´ho
vy´konu a nestabilite vy´stupnej frekvencie zˇiarenia. Pri prehriat´ı moˆzˇe doˆjst’ aj k posˇkodeniu
dio´dy a jej na´slednej nefunkcˇnosti. Laserova´ dio´da Lumics LU1064M45 obsahuje zabu-
42
4. NA´VRH LASEROVEJ PINZETY PRE CCHM2
Obr. 4.16: Charakteristika digita´lno-analo´gove´ho prevodn´ıka.
Obr. 4.17: Za´vislosti vel’kosti pru´du pretekaju´ceho laserovou dio´dou na vy´stupnej hodnote
z digita´lno-analo´gove´ho prevodn´ıka.
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dovany´ Peltierov cˇla´nok11, pomocou ktore´ho je mozˇne´ dio´du chladit’. Taktiezˇ obsahuje
termistor, pomocou ktore´ho je mozˇne´ urcˇit’ teplotu dio´dy a je pop´ısany´ Steinhartovou-
-Hartovou rovnicou, ktora´ ma´ tvar:
1
T
= C1 + C2 ln(R) + C3 (ln(R))
3 , (4.16)
kde T je termodynamicka´ teplota, R je odpor na termistore a C1-C3 su´ Steinhartove-
-Hartove koeficienty12.
Napa¨tie na termistore je mozˇne´ merat’ pomocou analo´govy´ch vstupov na riadiacej karte
a pri prekrocˇen´ı optima´lnej teploty dio´dy13 spustit’ chladenie. Peltierov cˇla´nok pri chladen´ı
spotrebova´va znacˇne´ mnozˇstvo energie (5,5 W), a preto ho nie je mozˇne´ napa´jat’ priamo
z riadiacej karty, ale mus´ı byt’ pouzˇity´ externy´ zdroj. Sp´ınanie Peltierovho cˇla´nku je zais-
tene´ pomocou digita´lneho vy´stupu riadiacej karty a pol’om riadene´ho tranzistora. Sche´ma
zapojenia kontroly teploty a spu´sˇt’ania chladenia Peltierovy´m cˇla´nkom je na obra´zku 4.18.
Kondenza´tor v sche´me zapojenia slu´zˇi ako vysokofrekvencˇny´ filter, aby odstra´nil na´hle
vy´kyvy napa¨tia externe´ho zdroja.
Obr. 4.18: Sche´ma zapojenia kontroly teploty a spu´sˇt’ania chladenia Peltierovy´m cˇla´nkom.
4.6. Postup justa´zˇe laserovej pinzety pre CCHM2
Vzhl’adom k stavu pra´c na CCHM2, pre ktory´ bola laserova´ pinzeta navrhnuta´, bolo nutne´
prispoˆsobit’ justa´zˇny postup laborato´rnej verzi´ı CCHM2, ktora´ je zobrazena´ na obra´zku
4.19. Oproti sche´me uvedenej v cˇasti 2.2 na obra´zku 2.1 je detektor D2 zavedeny´ do CCHM2
cez priestor medzi tubusovu´ sˇosˇovku TL1 a delicˇ BS3 a su´ vynechana´ filtre F1 a F2. Ta´to
u´prava znizˇuje straty vy´konu laseru a taktiezˇ umozˇnˇuje vynechanie tubusovej sˇosˇovky
11Peltierov cˇla´nok vyuzˇ´ıva Peltierov jav na vytvorenie tepelne´ho toku medzi spojmi dvoch roˆznych
druhov materia´lov a v princ´ıpe ide o pevnola´tkove´ akt´ıvne tepelne´ cˇerpadlo, ktore´ prena´sˇa teplo z jed-
nej strany zariadenia na druhu´, pri spotrebe elektrickej energie. Smer pru´denia tepla za´vis´ı na smere
elektricke´ho pru´du.
12C1 = 1, 1292× 10−3, C2 = 2, 3411× 10−4 a C3 = 8, 7755× 10−5
13Laserova´ dio´da Lumics LU1064M45 pracuje optima´lne pri teplote 25 ◦C.
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TL3. Justa´zˇ je vykona´vana´ po cˇastiach, ako prvy´ je zjustovany´ manipula´tor opticke´ho
vla´kna spolu s kolima´torom laserove´ho zva¨zku, potom je pripojeny´ drzˇiak GO zrkadiel
a na za´ver je pripojeny´ expande´r laserove´ho zva¨zku.
Obr. 4.19: Laborato´rna verzia CCHM2. S - zdroj svetla, AD - apertu´rna clona, IF - in-
terferencˇny´ filter, K - kolektor, BS - delicˇe, M - zrkadla´, C - kondenzory, O - objekt´ıvy,
Sp - pozorovany´ objekt, RO - referencˇny´ objekt, TL - tubusove´ sˇosˇovky, OL - vy´stupne´
sˇosˇovky, OP - vy´stupna´ rovina, D1 - detektor. Prevzate´ a upravene´ z [4].
I) Justa´zˇ na optickej lavici:
1) Nastavenie justa´zˇne´ho He-Ne laseru tak, aby laserovy´ zva¨zok bol rovnobezˇny´
s osou optickej lavice - pri pohybe tienidla pripevnene´ho na stojane, ktory´
sa moˆzˇe pohybovat’ v osi optickej lavice, mus´ı stopa justa´zˇne´ho laseru ostat’
nehybna´
2) Spojenie manipula´tora opticke´ho vla´kna s kolima´torom laserove´ho zva¨zku
3) Nastavenie osi kolima´tora laserove´ho zva¨zku tak, aby bola rovnobezˇna´ s osou
optickej lavice - odrazeny´ zva¨zok justa´zˇne´ho laseru od rovinne´ho zrkadla pri-
pevnene´ho na krycej doske (13) mus´ı vytvorit’ stopu v rovnakom mieste odkial’
z laseru vysˇiel
4) Vystredenie polohy opticke´ho vla´kna ota´cˇan´ım nastavovac´ıch skrutiek (10) - pri
pohybe tienidla pripevnene´ho na stojane, ktory´ sa moˆzˇe pohybovat’ v ose optic-
kej lavice mus´ı stred stopy laseru ostat’ nehybna´
5) Kolimovanie laserove´ho zva¨zku ota´cˇanim ustanovacej matice (2) - pri pohybe
tienidla pripevnene´ho na stojane, ktory´ sa moˆzˇe pohybovat’ v osi optickej lavice
mus´ı ostat’ vel’kost’ stopy laseru rovnaka´
6) Pripojenie drzˇiaku GO zrkadiel
7) Nastavenie osi otvoru v prechodovej doske (32), ktora´ slu´zˇi na pripojenie ex-
pande´ru, tak, aby bola rovnobezˇna´ s osou optickej lavice - odrazeny´ zva¨zok
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justa´zˇne´ho laseru od rovinne´ho zrkadla pripevnene´ho na vodiacej doske (19)
mus´ı vytvorit’ stopu v rovnakom mieste odkial’ z laseru vysˇiel
8) Nastavenie tzv. nulovej polohy natocˇen´ım GO zrkadiel14 - hrube´ justovanie
rucˇny´m nata´cˇan´ım mechaniky GO zrkadiel vo vodiacom kameni (21, 23), jemne´
justovanie softve´rovy´m nakla´panim GO zrkadiel; stopa laseru vytvorena´ na tie-
nidle, ktore´ je pripevnene´ na prechodovej doske (32), sa mus´ı prekry´vat’ so stre-
dom otvoru vyznacˇenom na tienidle a za´rovenˇ pri pohybe tienidla pripevnene´ho
na stojane, ktory´ sa moˆzˇe pohybovat’ v osi optickej, lavice mus´ı stopa laseru
ostat’ nehybna´
9) Areta´cia polohy GO zrkadiel - dotiahnut´ım pr´ıtlacˇny´ch lamiel (20, 22, 25, 27)
10) Pripojenie expande´ru laserove´ho zva¨zku
11) Kolima´cia laserove´ho zva¨zku ota´cˇan´ım expande´rovej matice (44)- pri pohybe
tienidla pripevnene´ho na stojane, ktory´ sa moˆzˇe pohybovat’ v osi optickej lavice,
mus´ı ostat’ vel’kost’ stopy laseru rovnaka´
II) Justa´zˇ na optickom stole:
1) Nastavenie justa´zˇne´ho He-Ne laseru tak, aby laserovy´ zva¨zok bol kolmy´ k osi
CCHM2 - pri pohybe tienidla pripevnene´ho na stojane, ktory´ sa moˆzˇe pohybovat’
kolmo k osi CCHM2 mus´ı stopa justa´zˇne´ho laseru ostat’ nehybna´
2) Nastavenie osi expande´ra laserove´ho zva¨zku tak, aby bola kolma´ k osi CCHM2
- odrazeny´ zva¨zok justa´zˇne´ho laseru od rovinne´ho zrkadla pripevnene´ho na vo-
diacej doske (19) mus´ı vytvorit’ stopu v rovnakom mieste odkial’ z laseru vysˇiel
3) Nastavenie polohy dichroicke´ho zrkadla DM1 - laserovy´ zva¨zok optickej pinzety
a justa´zˇne´ho laseru CCHM215 musia dopadat’ do stredu dichroicke´ho zrkadla
DM1, do stredu mikroskopove´ho objekt´ıvu
16 a justa´zˇny laser CCHM2 mus´ı do-
padat’ do stredu sˇosˇovky L3
17
4) Presna´ kolima´cia laserove´ho zva¨zku optickej pinzety ota´cˇan´ım expande´rovej ma-
tice (44) - stopa laseru sa mus´ı ostro zobrazovat’ v rovine pozorovania
5) Nastavenie konjugovanej vzdialenosti ota´cˇan´ım konjugacˇnej matice - pri po-
hybe GO zrkadlami mus´ı stopa laseru ostat’ nehybna´ na tienidle pripevnenom
na drzˇiaku mikroskopove´ho objekt´ıvu.
14Nulova´ poloha odpoveda´ uhlu natocˇenia GO zrkadiel pri ktorom odrazeny´ laserovy´ zva¨zok mieri do
stredu sˇosˇovky L2 a za´rovenˇ je rovnobezˇny´ s osou expande´ra.
15Justa´zˇny laser CCHM2 je zavedeny´ namiesto zdroja svetla.
16Stopa laseru je sledovana´ na tienidle pripevnenom na drzˇiaku mikroskopove´ho objekt´ıvu.
17Stopa justa´zˇne´ho laseru CCHM2 je sledovana´ na tienidle pripevnenom na pr´ırube.
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Kapitola 5
Experimenty
Laserova´ pinzeta pripojena´ k laborato´rnej verzi´ı CCHM2 je zobrazena´ na obra´zku 5.1.
Usporiadanie sa zhoduje so sche´mou na obra´zku 2.1 v cˇasti 2.2 so zmenami uvedeny´mi
v cˇasti 4.6.
Obr. 5.1: Laserova´ pinzeta pripojena´ k laborato´rnej verzi´ı CCHM2. D2 - detektor,
AL - justovac´ı laser, CC - riadiaca karta, CS - pru´dovy´ zdroj, LD - laserova´ dio´da, AL
CCHM2 - justovac´ı laser pre CCHM2, DM - dichroicke´ zrkadla´, OTM - modul laserovej
pinzety.
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5.1. RY´CHLOSTˇ POHYBU GO ZRKADIEL
5.1. Ry´chlost’ pohybu GO zrkadiel
Kvoˆli testovaniu ry´chlosti pohybu GO zrkadiel bolo v experimenta´lnej zostave ako vzorka
pouzˇite´ zrkadlo PF10-03-G01 od spolocˇnosti THORLABS GmbH. Stopa laserove´ho zva¨zku
vzniknuta´ na zrkadle bola objekt´ıvom (CFI Plan 10x, NA =0˙,25, W.D. = 10,5 mm) zo-
brazena´ na kameru D2 (MR285MC BH, 1,45M, 9,0× 6,7 mm, CCD B/W, IEEE1394A)
od spolocˇnosti Ximea GmbH). GO zrkadlo bolo ovla´dane´ skokovy´m napa¨t´ım ±1 V, cˇomu
odpoveda´ uhol na´klon ±4◦, s najvysˇsˇou opakovacou frekvenciou, ktoru´ softve´r a ovla´dacia
karta povol’uju´. Na kamere D2 bola sledovana´ poloha stopy laseru a meneny´ expozicˇny´
cˇas. Pri expoz´ıcia´ch nad 5 ms boli viditel’ne´ na obrazovke dve stopy (obra´zok 5.2), z cˇoho
vyply´va, zˇe laserova´ stopa sa stihla premiestnit’ medzi poz´ıciami. Pri expozicˇny´ch cˇasoch
5 ms a menej bola na obrazovke zretel’na´ len jedna stopa (obra´zok 5.3). Na obra´zku 5.2
nie je badatel’na´ stopa medzi prep´ınany´mi polohami, z cˇoho je zrejme´, zˇe cˇas potrebny´
na presun medzi polohami je vy´razne mensˇ´ı ako cˇas, ktory´ laserova´ stopa zotrva´ v urcˇenej
polohe.
Z experimentu je mozˇne´ urcˇit’ maxima´lnu skenovaciu ry´chlost’ GO zrkadiel na 200 pps
pri na´klone GO zrkadla ±4◦. Taktiezˇ je mozˇne´ usu´dit’, zˇe aj pri takto vel’ky´ch vy´chylka´ch
laserove´ho zva¨zku je ry´chlost’ pohybu GO zrkadiel postacˇuju´ca na vytvorenie cˇasovo zdie-
lany´ch opticky´ch pasc´ı a nie je nutne´ vyp´ınat’ laser pri presune medzi jednotlivy´mi polo-
hami.
Obr. 5.2: Obraz stopy laseru pri expozi-
cˇnom cˇase viac ako 5 ms.
Obr. 5.3: Obraz stopy laseru pri expozi-
cˇnom cˇase 5 ms a menej.
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5. EXPERIMENTY
5.2. Sledovanie silovy´ch u´cˇinkov laserovej pasce
Pocˇas justa´zˇe sa nepodarilo nastavit’ polohu optickej pasce do roviny pozorovania, jej po-
loha sa nacha´dzala pod ohniskovou rovinou objekt´ıvu1. Na overenie funkcˇnosti optickej
pasce bol pouzˇity´ laser Lumics LU1064M2502 (vlnova´ d´lzˇka 1064 nm, maxima´lny vy´kon
v kontinua´lnom mo´de 250 mW). Ako testovacie objekty boli pouzˇite´ polystyre´nove´ gul’ˆocˇky
s priemerom 2µm umiestnene´ vo vode. Na se´ri´ı sn´ımkou, ktore´ su´ usporiadane´ zl’ava do-
prava, zhora dole, na obra´zku 5.4 je vidiet’ silove´ u´cˇinky laserovej pasce. Vplyvom gra-
vita´cie sa pri pozorovan´ı polystyre´nove´ gul’ˆocˇky pohybovali smerom nadol. Gulicˇky, ktore´
sa dostali do bl´ızkosti optickej pasce boli posunute´ do osi laserove´ho zva¨zku a vplyvom
radiacˇne´ho tlaku posunute´ pod ohniskovu´ rovinu objekt´ıvu do optickej pasce, v ktorej ne-
zostali zachytene´, ale pohybovali sa v smere nadol. Pravdepodobnou pr´ıcˇinou nezachytenia
cˇastice v optickej pasci bol nedostatocˇny´ vy´kon laseru, ktory´ spoˆsobila n´ızka odrazivost’
GO zrkadiel a straty vzniknute´ na dichroickom zrkadle DM1. Vy´kon laserove´ho zva¨zku
v optickej pasci je mozˇne´ odhadnu´t’ na za´klade odrazivosti GO zrkadiel, ktora´ je pol’a
merania uvedene´ho v cˇasti 4.3 pre vlnovu´ d´lzˇku 1064 nm 49%, a odrazivosti dichroidke´ho
zrkadla DM1 na 12% z pocˇiatocˇne´ho vy´konu. To znamena´, zˇe pri maxima´lnom vy´kone
pouzˇitej laserovej dio´dy vy´kon laserove´ho zva¨zku v mieste optickej pasce je 30 mW.
1CFI Plan Apo VC 60x Oil.(NA=1,40, W.D.=0.13mm) od spolocˇnosti Nikon Instruments Inc.
2Zapozˇicˇal Ing. Mojmı´r Sˇery´, Ph.D. z U´stavu prˇ´ıstrojove´ techniky AV CˇR.
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Obr. 5.4: Sekvencia sn´ımkou zobrazuju´ca silove´ u´cˇinky optickej pasce.
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Kapitola 6
Za´ver
Ciel’om diplomovej pra´ce bol na´vrh, realiza´cia a otestovanie optickej pinzety pre CCHM2
tak, aby opticka´ pinzeta tvorila samostatny´ modul k CCHM2. Navrhnute´ riesˇenie vyuzˇ´ıva
galvano-opticke´ zrkadla´ na polohovanie optickej pasce v rovine mikroskopove´ho objekt´ıvu.
Opticka´ pinzeta je zavedena´ do CCHM2 dichroicky´m zrkadlom umiestneny´m v priestore
medzi tubusovou sˇosˇovkou a mikroskopovy´m objekt´ıvom. Variabilne´ nastavenie vzdia-
lenosti medzi monta´zˇnou pr´ırubou modulu optickej pinzety a zadnou apertu´rou mikro-
skopove´ho objekt´ıvu umozˇn´ı vradenie d’alˇs´ıch pr´ıdavny´ch modulov, ako napr. opticke´ho
skalpelu.
Su´cˇast’ou diplomovej pra´ce je popis usporiadania CCHM2, teoreticky´ popis fungovania
optickej pasce spolu s vy´pocˇtom s´ıl v nej poˆsobiacich, spoˆsoby merania tuhosti optickej
pasce a princ´ıp vytvorenia cˇasovo zdielany´ch opticky´ch pasc´ı.
Navrhovany´ modul optickej pinzety bol podrobne pop´ısany´, prepocˇ´ıtany´ a boli uve-
dene´ nutne´ podmienky pre zostavenie. Pra´ca obsahuje opticku´ sche´mu usporiadania jed-
notlivy´ch prvkov spolu s ich na´zvami. Na´vrh bol teoreticky nasimulovany´ v programe
ZEMAX, verzia 2005 a bola spravena´ jeho optimaliza´cia s ciel’om dosiahnutia minima´lnej
vel’kosti stopy laserove´ho zva¨zku v ohniskovej rovine mikroskopove´ho objekt´ıvu. Geomet-
ricke´ opticke´ vady boli vykompenzovane´ do takej miery, zˇe hlavnou abera´ciou v syste´me
je difrakcia. Bolo spravene´ experimenta´lne meranie odrazivosti GO zrkadiel.
Bol vytvoreny´ 3D model mechanicke´ho riesˇenia modulu laserovej pinzety v programe
SolidWorks 2006, ktory´ zaist’oval mozˇnost’ presne´ho nastavenia vzdialenost´ı medzi jednot-
livy´mi prvkami syste´mu. Su´cˇast’ou pra´ce bolo taktiezˇ vypracovanie vy´robnej vy´kresovej
dokumenta´cie optickej pinzety. Vy´kresova´ dokumenta´cia je uvedena´ v pr´ılohe.
V pra´ci bol navrhnuty´, postaveny´ a otestovany´ pru´dovy´ zdroj napa´jania laserovej
pinzety, ktory´ umozˇnˇuje kontrolovanie vy´stupne´ho vy´konu laserovej dio´dy. Pru´dovy´ zdroj
je mozˇne´ ovla´dat’, rovnako ako uhol natocˇenia GO, riadiacou kartou pripojenou k PC.
Podrobne bol pop´ısany´ spoˆsob nastavenie jednotlivy´ch elementov modulu laserovej
pinzety, zava´dzacieho dichroiche´ho zrkadla DM1 a dichroicke´ho zrkadla DM2 odkla´nˇaju´-
ceho obraz na detektor D2.
Experimenta´lne bola overena´ ry´chlost’ pohybu GO zrkadiel, z ktorej vyplynulo, zˇe uspo-
riadanie je teoreticky schopne´ vytva´rat’ cˇasovo zdielane´ opticke´ pasce a pri presune medzi
jednotlivy´mi polohami nie je nutne´ vyp´ınat’ laserovu´ dio´du.
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Bol uskutocˇneny´ experiment na zachytenie polystyre´novy´ch gul’ˆocˇok umiestneny´ch
vo vode, ktore´ sa vplyvom gravita´cie pohybovali. Pri experimente sa poloha optickej pasce
nacha´dzala pod rovinou pozorovania. Pri experimente boli viditel’ne´ silove´ u´cˇinky optickej
pasce - pohyb gul’ˆocˇok z roviny pozorovania do roviny optickej pasce, aj ked’ sa nepodarilo
zˇiaden z testovany´ch objektov zachytit’. Pravdepodobnou pr´ıcˇinou nezachytenia objektov
je n´ızka tuhost’ optickej pasce spoˆsobena´ n´ızkym vy´konom laseru v optickej pasci. Tento
nedostatok je mozˇne´ odstra´nit’ zvy´sˇen´ım odrazivost’ GO zrkadiel, idea´lne na hodnotu
bl´ızku 100% a zaku´pen´ım laseru s vysˇsˇ´ım maxima´lnym vy´konom.
Do budu´cna je ciel’om odstra´nenie nedostatkov na´vrhu, ktory´mi su´ n´ızka odrazivost’
GO zrkadiel a zla´ nastavitelnost’ optickej pasce do roviny pozorovania. Po odstra´nen´ı
nedostatkov bude mozˇne´ experimenta´lne otestovat’ zachytenie polystyre´novy´ch gul’ˆocˇok,
zmerat’ tuhost’ optickej pasce, vytva´ranie cˇasovo zdielany´ch opticky´ch pasc´ı, zachyta´vanie
zˇivy´ch buniek a bakte´rii.
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